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SENSIBILIDADE DE Phakopsora pachyrhizi A
FUNGICIDAS

MARTA MARIA CASA BLUM' E ERLEI MELO REIS?

RESUMO - Na maioria das regides produtoras de soja do Brasil, a
ferrugem asidtica da soja representa uma ameaga, sob condi¢des de
clima favoraveis ao processo de infeccdo. Medidas de controle estdo,
basicamente, direcionadas para o controle quimico, na parte aérea da
cultura, e para o manejo de fontes de inoculo. Informagdes sobre a
fungitoxicidade de substincias quimicas, para o fungo Phakopsora
pachyrhizi, seriam uma importante contribui¢do para a conducdo de
trabalhos de pesquisa e monitoramento de sensibilidade. Objetivou-se
com este trabalho avaliar a sensibilidade de P. pachyrhizi aos
fungicidas azoxistrobina, picoxistrobina, piraclostrobina,
trifloxistrobina, ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol, metconazol,
miclobutanil, tebuconazol e tetraconazol, in vitro € in vivo. Também,
substrato, temperatura, tempo de exposicdo e fotoperiodo ideais para a
germinagdo e o crescimento dos tubos germinativos, dos uredosporos
de P. pachyrhizi, in vitro, foram definidos. O substrato agar-agua
destacou-se para os testes in vitro; as temperaturas ideais ficaram na
faixa entre 20 e 25 °C; a maxima germinacao dos uredosporos ocorreu

com 6,4 h de tempo de exposicio e na auséncia de luz foram

'Engenheira Agronoma, Doutoranda do Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragio em Fitopatologia -
martablum@gmail.com

*Orientador, Eng. Agr., Dr., professor da FAMV/PPGAgro/UPF - erleireis@tpo.com.br



observadas as maximas germinacdes e crescimentos dos tubos
germinativos. A sensibilidade dos uredosporos de P. pachyrhizi, in
vitro, foi definida em fun¢do da inibi¢do da germinagdo e da inibigdo
do comprimento do tubo germinativo. Adotou-se a metodologia da
adicdo de diferentes concentracdes de fungicidas em meio agar-agua.
A sensibilidade de P. pachyrhizi, in vivo, foi definida pela reducao do
numero de lesdes ¢ do numero de pustulas por unidade de area
foliolar. Adotou-se a metodologia de foliolos de soja destacados,
imersos em diferentes concentragdes de fungicidas. As Clsos
(concentragdes inibitorias) para P. pachyrhizi, in vitro e in vivo, foram
determinadas. Para germinagdo dos uredosporos (in vitro) as Clsos
ficaram distribuidas nos seguintes intervalos de confianga: entre 0,01 e
0,16 mg L! para azoxistrobina; 0,01 e 0,07 mg L! picoxistrobina;
0,004 e 0,3 mg L! piraclostrobina; 0,007 e 0,03 mg L
trifloxistrobina; 1,64 ¢ 4,48 mg L! ciproconazol; 0,12 ¢ 0,92 mg L!
epoxiconazol; 3,64 e 7,53 mg L! flutriafol; 0,03 e 1,15 mg L!
metconazol; 1,65 e 4,02 mg L! miclobutanil; 0,002 e 0,01 mg L!
tebuconazol e entre 2,65 e 17,63 mg L' para tetraconazol. Para o
numero de lesdes por cm? (in vivo), as Clsos ficaram distribuidas nos
intervalos de confianca entre 0,05 e 0,23 mg L para azoxistrobina;
0,02 e 0,26 mg L! picoxistrobina; 0,05 e 0,41 mg L! piraclostrobina;
0,05 e 0,22 mg L! trifloxistrobina; 0,11 e 4,85 mg L! ciproconazol;
0,002 e 2,38 mg L! epoxiconazol; 8,06 ¢ 26,28 mg L! flutriafol; 1,15
e 3,10 mg L! metconazol; 5,70 ¢ 31,01 mg L! miclobutanil; 0,12 e
1,44 mg L tebuconazol e entre 1,39 € 6,97 mg L! para tetraconazol.
Tanto in vitro como in vivo, os fungicidas do grupo das estrobilurinas

apresentaram os menores valores de Clsps. Uma maior amplitude de



valores de Clsgs, entre os fungicidas, foi constatada dentro do grupo
dos triazdis, nos experimentos in vitro e in vivo. Os valores de Clsps,
determinados neste trabalho, podem ser utilizados como fator de
referéncia para condugdo de trabalhos futuros de monitoramento da

sensibilidade de P. pachyrhizi a fungicidas.

Palavras-chave: ferrugem asidtica da soja, fungitoxicidade,

estrobilurinas, triaz6is, Glycine max (L.) Merr.

SENSITIVITY OF Phakopsora pachyrhizi TO
FUNGICIDES

MARTA MARIA CASA BLUM AND ERLEI MELO REIS

ABSTRACT - In most of Brazilian soybean producer regions, the
asian soybean rust represent a menace, under favorable climatic
conditions for the infection process. Ways of disease control are
basically focused on the chemical control and on the management of
inoculum sources. Information about the fungitoxicity of chemical
substances, to Phakopsora pachyrhizi, would be of great interest to
conduct work on the fungicide sensitivity. The objective of this work
was to evaluate the sensitivity of P. pachyrhizi to the fungicides
azoxystrobin,  picoxystrobin,  pyraclostrobin,  trifloxystrobin,
cyproconazol, epoxiconazol, flutriafol, metconazol, myclobutanil,

tebuconazol and tetraconazol, in vitro and in vivo. Also, ideal



substract, temperature, exposure time and photoperiod to P.
pachyrhizi, in vitro, spore germination and uredospores germinative
tube growth were defined. The agar-water substract was notorious at
the in vitro testings; the ideal temperatures ranged from 20 to 25°C;
the maximum uredospores germination ocurred with 6,4h of light
exposure time and in the absence of light were observed the maximum
germination and growth of the germinative tubes. The sensitivity of P.
pachyrhizi uredospores, in vitro, was defined by the inhibition of
germination and the inhibition of the germinative tube length. The
addition of different concentrations of fungicides in agar-water
methodology was used. The sensitivity of P. pachyrhizi, in vivo, was
defined by the reduction in the number of lesions and the number of
pustuls per unit of leaf area. The detached soybean leaf methodology
was used. Leaflets were imersed in diferent concentration of
fungicides. The ICsos (Inhibitory Concentrations) to P. pachyrhizi, in
vitro and in vivo, were determined. For the germination of the
uredospores (in vitro) th ICsos were found at the following confidence
intervals: between 0,01 e 0,16 mg L' for azoxystrobin; 0,01 and 0,07
mg L! picoxystrobin; 0,004 and 0,3 mg L! pyraclostrobin; 0,007 and
0,03 mg L trifloxystrobin; 1,64 and 4,48 mg L! cyproconazol; 0,12
and 0,92 mg L! epoxiconazol; 3,64 and 7,53 mg L' flutriafol; 0,03
and 1,15 mg L! metconazol; 1,65 and 4,02 mg L! myclobutanil;
0,002 and 0,01 mg L tebuconazol and between 2,65 and 17,63 mg L~
! for tetraconazol. For the number of lesions per cm? (in vivo), the
ICs0s were found distributed on the confidence intervals between 0,05
and 0,23 mg L for azoxystrobin; 0,02 and 0,26 mg L! picoxystrobin;
0,05 and 0,41 mgL' pyraclostrobin; 0,05 and 0,22 mgL’



tryfloxistrobin; 0,11 and 4,85 mg L! cyproconazol; 0,002 and 2,38
mg L! epoxiconazol; 8,06 and 26,28 mg L! flutriafol; 1,15 and 3,10
mg L' metconazol; 5,70 and 31,01 mg L! myclobutanil; 0,12 and
1,44 mg L' tebuconazol and between 1,39 and 6,97 mg L' for
tetraconazol. In both in vitro and in vivo, the group of fungicides
strobilurins got the lower values of 1Cso. One of the greatest values
amplitude in the 1Csgs, between the fungicides, was observed on the
triazoles group in the in vitro and in vivo experiments. The ICsgs
values, determined in this work, may be used as reference data for
future work of monitoring the sensitivity of P. pachyrhizi to

fungicides.

Key-words: asian soybean rust, fungitoxicity, strobilurins, triazoles,

Glycine max (L.) Merr.



1 INTRODUCAO

O Brasil, segundo maior produtor mundial de graos de
soja [Glycine max (L.) Merrill] (27% da producdo), semeou na safra
de 2007/08 o equivalente a 21,3 milhdes de ha, obtendo uma produgio
aproximada de 60 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2009). Os
indices de produtividade das lavouras de soja brasileiras destacam-se
perante outros paises que cultivam este grdo. A tecnologia coloca o
Brasil em condi¢@o vantajosa para disputa do mercado internacional,
que demanda quantidades crescentes do grio (CHRISTENSEN &
BINDE, 2004).

Por outro lado, o potencial de rendimento de graos de soja
tem sido limitado em fun¢do de muitos fatores. Entre eles, destacam-
se, as condi¢des de clima no decorrer do ciclo da cultura, os sistemas
de rotacdo e sucessdo de culturas, o manejo e a fertilidade do solo, a
escolha de cultivares, a qualidade das sementes, o manejo de plantas
daninhas, de insetos-pragas e de doengas, o sistema de implantacdo da
lavoura e a tecnologia de colheita (REUNIAO, 2008;
TECNOLOGIAS, 2009).

Sem duvida, ao lado da expansdo da cultura, grande
potencial de danos e perdas esta relacionado ao complexo de doengas
a ela relatado. Destacam-se aquelas relacionadas a germinagdo de
sementes, podriddes radiculares, doengcas em hastes e vagens e
doengas foliares. Esses danos e perdas dependem, fundamentalmente,

da freqiiéncia de ocorréncia das doengas e suas intensidades,



governadas por condigdes climaticas predominantes na regido de
cultivo e pelas praticas culturais adotadas pelo agricultor (CASA &
REIS, 2004).

Na safra de 2001/02 a ferrugem asidtica da soja (sob
denominacdo comum de “ferrugem da soja”), doenca foliar causada
pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & Syd. foi constatada no
Brasil (YORINORI, 2002) e, atualmente, na maioria das regides
produtoras de soja, representa ameaca para a cultura em funcdo dos
danos e perdas causados. O problema se deve, principalmente, a
indisponibilidade, at¢ o momento, de cultivares resistentes, ao pouco
conhecimento da epidemiologia da doenga, as deficiéncias de
tecnologias de pulverizagdo e a logistica para aplica¢do de fungicidas
nas lavouras, trazendo como conseqiiéncia, aumento dos custos de
producdo para seu controle (YORINORI et al., 2004; REIS et al.,
2006).

As medidas de controle para a ferrugem da soja estdo,
basicamente, direcionadas para o controle quimico na parte aérea da
cultura e para o manejo de fontes de indculo, fora da estagdo de
cultivo da soja. Também se sugere o uso de cultivares de ciclo precoce
e semeadura no inicio da época recomendada (YORINORI et al.,
2004; REIS et al., 2006; REUNIAO, 2008; TECNOLOGIAS 2008).

Com relacdo as medidas de controle, tendo como objetivo
o controle quimico da ferrugem da soja, inumeros trabalhos de
pesquisa tém sido desenvolvidos de maneira a comprovar,
principalmente em condi¢cdes de campo, a eficacia de diferentes

principios ativos de fungicidas, momentos de aplicag¢@o (em relagdo ao



ciclo de desenvolvimento da cultura), tecnologias de aplicacdo e efeito
residual.

Por outro lado, dentro do patossistema P. pachyrhizi x
soja, no que se referem a metodologias para o desenvolvimento de
pesquisas em condic¢des de laboratério ou ambiente controlado, muitas
informacdes necessitam ser geradas ou mesmo ajustadas.

Uma importante contribui¢do, neste sentido, refere-se a
informagdes sobre a fungitoxicidade (toxicidade a fungos em baixas
concentragdes) de substancias quimicas sobre o fungo P. pachyrhizi.

Parametros como a DEsy (dose efetiva ou eficaz que
promove um efeito desejado em 50% dos microrganismos submetidos
ao teste) ou Clsy (concentracdo inibitéria) definem a fungitoxicidade
de uma substancia quimica (SHARVELLE 1961; EDGINGTON et.
al., 1971; LOOMIS, 1995; SILVA, 2006).

Valores de Clsy (concentracdo inibitoria), para diferentes
fungicidas e especificos a P. pachyrhizi sdo escassos na literatura,
contudo muito uteis na condug¢do de trabalhos de pesquisa e
monitoramento de sensibilidade, principalmente em regides onde a
demanda pelo uso de fungicidas na cultura ¢ intensa.

Com o objetivo de definir uma metodologia para condugio
de testes com P. pachyrhizi in vitro e, através dela, gerar valores de
Cls para diferentes fungicidas registrados para o controle da ferrugem
da soja no Brasil, experimentos foram conduzidos no periodo de 2005
a 2008, na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria da
Universidade de Passo Fundo - RS, visando determinar a sensibilidade

de P. pachyrhizi a fungicidas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ferrugem asiatica da soja

A cultura da soja € atacada por duas espécies do fungo
pertencente ao género Phakopsora, sob a denominagdo comum de
ferrugem da soja: uma descrita como ferrugem asidtica ou ferrugem
australasiana, causada por P. pachyrhizi (forma anamoérfica Malupa
sojae), e a outra como ferrugem sul-americana ou ferrugem
americana, causada por Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur
(forma anamorfica Malupa vignae), considerando-se o local de
descrigdo das espécies do fungo agente causal. Ha relato, na Africa, de
uma terceira espécie de ferrugem na soja, mas o nome para esta
espécie ainda ndo esta corretamente descrito (YORINORI et al., 2004;
SINCLAIR & HARTMAN, 1995).

Ambas as espécies possuem urédias e uredosporos
semelhantes, distinguindo-se morfologicamente nas caracteristicas de
télias e teleutosporos (CARVALHO JUNIOR & FIGUEIREDO,
2000) e, geneticamente, pelas regides ITS 1 e 4, utilizando primers
especificos (FREDERICK et al., 2002). A formagéo de teleutosporos ¢
rara na maioria dos hospedeiros, em regides tropicais, por ndo ocorrer
condi¢des ambientais favoraveis, como umidade e temperatura (YEH
etal., 1981).

Para a ferrugem americana (P. meibomiae), praticamente,
ndo ha relatos de danos e perdas. Uma epidemia foi registrada no
Brasil na safra de 1987/88, na regido de Sdo Gotardo, em Minas

Gerais, estando sua ocorréncia condicionada a regides com
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temperaturas mais amenas (média abaixo de 25°C) e com umidade
relativa do ar elevada, coincidindo com regides como do cerrado
brasileiro (altitudes superiores a 800 m) e na regido sul (YORINORI,
1989).

Na safra 2002/03, Piuga et al. (2004) realizaram
levantamento em diferentes regides do Brasil, constatando a presenca
simultdnea das duas espécies de ferrugem (P. pachyrhizi e P.
meibomiae) em amostras oriundas das regides de Passo Fundo (RS) e
Ponta Grossa (PR).

Sousa et. al. (2007), na safra 2003/04, em levantamento
sobre a ocorréncia das duas espécies de Phakopsora no estado de
Minas Gerais, utilizando técnicas moleculares, avaliaram 86 amostras
de folhas de soja, provenientes de 22 municipios, onde confirmaram
que a espécie presente em 100% das amostras analisadas foi P.
pachyrhizi.

A importancia da ferrugem asiatica pode ser avaliada pela
sua rapida expansdo nas regides produtoras de soja no Brasil, por seus
danos e pelo montante de perdas que tem provocado (YORINORI et
al., 2004; REIS et al., 20006).

2.1.1 Historico e distribuicio geografica

O primeiro relato da ferrugem asiatica foi no Japao em
1902. A forma asiatica, causada pelo fungo P. pachyrhizi, foi descrita
como patdgeno em uma leguminosa chamada Pachyrhizus erosus (L.)
urb. (Sydow e Sydow, 1914, apud KOCH et al., 1983). Por volta de

1934 surgiu em carater epidémico em varios paises no sudoeste da
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Asia. Na Australia foi observada desde 1934, contudo com perdas
relatadas a partir de 1970/71 (BROMFIELD, 1984; YANG, 1977). Na
Tailandia e Taiwan ¢ relatada como a doenga de maior importancia
econdmica na cultura da soja (BROMFIELD, 1984). Em 1994 foi
detectada, pela primeira vez fora da Asia e Australia, no Hawaii
(KILLGORE & HEU, 1994). Na Africa a primeira constatagio foi em
Uganda em 1996 (KAWUKI et al., 2003). Em 1998 foi detectada em
Zimbabwe e Zambia (LEVY, 2004); em 2001 na Africa do Sul
(PRETORIUS et al., 2001).

No continente americano foi descrita, pela primeira vez,
no Paraguai na safra de 2001 (MOREL PAIVA, 2001) e apds no
Brasil, também, em 2001 (YORINORI, 2002); no Rio Grande do Sul,
na safra de 2002 (REIS et al., 2002), na Argentina na safra 2001/2 e
na Bolivia na safra 2002/03. Em 2004 foi constatada no Uruguai
(STEWART et al., 2005), na Colombia (YORINORI et al., 2004) e
nos Estados Unidos (SCHNEIDER et al., 2005; ROGERS &
REDDING, 2009) e em 2005 no México (BAEZA, 2006).

Com a confirmag¢do da ocorréncia da ferrugem asiatica da
soja no continente americano a partir do ano de 2001, Yorinori et al.
(2004) sugerem considerar toda referéncia a essa doenga nas
Américas, anterior a este ano, como sendo causada por P. meibomiae.

Até o ano de 2004, a ferrugem asidtica da soja j& havia
sido detectada em todas as regides produtoras de soja do Brasil, ao sul
do equador (YORINORI et al., 2004). Na presente data, entre as
regides que cultivam soja no Brasil, a ferrugem da soja ainda nio foi
constatada no estado de Roraima (CONSORCIO ANTIFERRUGEM,
2009).
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2.1.2 Biologia

2.1.2.1 Taxonomia do agente causal

O fungo que causa a ferrugem asidtica da soja pertence a
classe Basidiomicetes, ordem Uredinales, Familia Phakopsoraceae,
género Phakopsora e espécie pachyrhizi (SINCLAIR & HARTMAN,
1999). Bauer et al. (2008) propde para “classe” o enquadramento em
Urediniomicetes.

Alguns sindnimos para P. pachyrhizi sdo: Malupa sojae,
Malupa vignae, Phakopsora sojae, Phakopsora vignae, Physopella
pachyrhizi, Uredo sojae, Uredo vignae e Uromyces sojae (SINCLAIR
& HARTMAN, 1999).

2.1.2.2 Ciclo de vida

De acordo com Alexopoulos et. al. (1996) um fungo do
grupo das ferrugens pode produzir cinco diferentes estdgios em seu
ciclo de vida: estadio 0 (espermogdnios produtores de espermacias e
hifas receptivas), estadio I (aécia produzindo aeciosporos), estadio II
(urédia produzindo uredosporos), estadio III (télia produzindo
teliosporos) e estadio IV (basidias produzindo basidiosporos).

P. pachyrhizi tem sido descrito em seus estadios de urédia
e télia. A producdo dos demais estddios ndo se encontra relatada,
assim como, a funcdo da fase de télia ndo esta totalmente esclarecida

(MARCHETTTI et al., 1975; YEH et al., 1981).
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O agente causal da ferrugem asidtica da soja, a semelhanga
das demais ferrugens, ¢ um parasita biotréfico que depende
nutricionalmente dos tecidos vivos do seu hospedeiro para parasitar e
sobreviver. P. pachyrhizi ndo apresenta fase saprofitica, embora
produza teliosporos. As principais fontes de indculo do patdgeno sdo
as plantas vivas de soja infectadas, plantas voluntarias ou cultivadas
no periodo de entressafra e os hospedeiros secundarios (YORINORI
et al., 2004; REIS et al., 2006).

O principal tipo de inoculo da ferrugem asidtica da soja
sdo os uredosporos. Esses esporos s3o pequenos e leves, sendo
removidos das urédias presentes nas folhas, quando estas se
encontram com a superficie seca. Sdo facilmente disseminados para
lavouras proximas ou a longas distancias pelo vento. Uma vez
depositados sobre a superficie foliar do hospedeiro, permanecem em
repouso a espera dos estimulos que conduzem ao processo de infecg¢do
(YORINORI et al., 2004; REIS et al., 2006).

Na presenca de agua livre e de temperatura favoravel,
inicia o processo de germinagdo. A maioria dos uredosporos emite um
tubo germinativo, formando apressorio. Zambenedetti et al. (2007b),
avaliando diferentes genotipos de soja, observaram a formacdo do
apressorio entre quatro e seis horas apds a inoculagdo. Os mesmos
autores sugerem que a percentagem de germinacdo de uredosporos e
de formacdo de apressérios possa estar relacionada ao genotipo
avaliado, uma vez que foram demonstradas diferencas.

A penetracdo ocorre diretamente através da cuticula
(KOCH et al., 1983). Zambenedetti et al. (2007b), em todos os

cultivares avaliados, observaram que a penetragdo ocorreu sempre na



14

jungdo das células da epiderme; também verificaram baixa penetragao
pelos estomatos e, quando o fato ocorreu, ndo observaram a formagao
de apressorios.

As células epidérmicas inicialmente invadidas pelo fungo
mostram sinais claros de colapso. A colonizagdo ocorre por
crescimento miceliano intercelular. A infec¢do pode ocorrer em
qualquer lado da folha e resulta em haustorios inseridos nas células do
mesofilo. Lesdes, macroscopicamente visiveis, podem ser observadas
em torno de seis dias apos a inoculagdo. A formagdo de lesdes
angulares se d4 em fun¢do de o crescimento das hifas do fungo,
normalmente, ser restrito as nervuras da folha (REIS et al., 2006).

A primeira evidéncia da formag¢do das urédias se da por
uma agregacdo de hifas, formando o primordio uredial. Essas
estruturas sdo visiveis oito a nove dias apds a inoculagdo
(ZAMBENEDETTI, 2005; REIS et al., 2006). A produgdo de
uredosporos inicia-se trés a quatro dias mais tarde, onde ocorre a
liberacdo dos uredosporos na superficie da folha. Novas urédias

podem formar-se até o 28° dia apds a inoculacdo (REIS et al., 2006).

2.1.3 Epidemiologia e sintomatologia

Para que se desenvolva uma epidemia da ferrugem da soja
¢ necessario um periodo de molhamento foliar continuo por no
minimo seis a sete horas e temperaturas, no periodo, entre 18 a 26,5
°C, considerando que uredosporos viaveis estejam depositados sobre a
superficie das folhas da soja. A temperatura minima que permite a

forma¢do de uma lesdo é de 10 °C. Nenhuma lesdo foi formada
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quando a temperatura esteve acima de 28,5 °C. Condi¢des ideais para
que o processo de infec¢@o ocorra encontram-se em torno de 12 horas
de molhamento foliar continuo e temperaturas entre 16 e 26,5 °C
(BROMFIELD, 1984; MELCHING et al., 1989; ALVES et al., 2007,
BONDE et. al., 2007).

Os sintomas causados pela ferrugem da soja sdo bem
distintos das ferrugens dos cereais como trigo e aveia. As frutificacdes
ndo sdo tdo evidentes, de modo a olho nu distinguirem-se pustulas
ferruginosas que conferem o nome comum a esse grupo de doengas.
Os da ferrugem da soja sdo denominados de lesodes, € ndo de pustulas
como nas demais ferrugens, isso por que ocorre a necrose do tecido
foliar e em cada lesdo podem existir varias pustulas. Uma lesdo da
ferrugem da soja é composta por varias pustulas salientes cada uma
com um poro central (REIS et al., 2006).

Os sintomas da ferrugem podem surgir em qualquer
momento do ciclo de desenvolvimento da cultura (AZEVEDO et al.,
2004).

Os primeiros sintomas da ferrugem sao caracterizados por
pequenos pontos cloréticos e apds de coloragdo bronzeada ou parda
(lesdes com tamanho em torno de 0,5 mm?) que podem escurecer a
medida que envelhecem. Individualmente, com o passar do tempo,
essas lesdes aumentam de tamanho, podendo atingir até 1,2 mm?
(REIS et al., 20006).

No local correspondente ao ponto escuro observa-se uma
minuscula protuberancia, normalmente, na face inferior do foliolo de
soja, sendo esta o inicio da formagdo da estrutura de frutificacdo do

fungo (urédia ou pustula). Progressivamente, esta estrutura, de uma
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coloragdo hialina, vai adquirindo uma coloragdo castanho-clara a
castanho-escura, onde em sua extremidade se abrird um pequeno poro
para liberagdo dos uredosporos (YORINORI et al., 2004; REIS et al.,
2000).

Os uredosporos se apresentam, inicialmente, hialinos e
vao adquirindo uma coloracdo bege; acumulam-se ao redor das
pustulas de onde serdo dispersos pela acdo do vento ou da chuva. O
numero de urédias por pustula ¢ variavel. Reis et al. (2006) relatam até
16 urédias por lesdo. Yorinori et al. (2004), de uma a seis.

Maior niimero de urédias desenvolve-se na face inferior do
que na face superior do foliolo de soja. Reis et al. (2002)
demonstraram, para varios cultivares, que o numero médio de lesdes
cm™ na face superior do foliolo foi de 10,53 e na face inferior foi de
15,33.

A medida que prossegue a esporulagio, o tecido da folha,
ao redor das pustulas, passa para uma coloracido castanho-clara ou
ainda para uma coloragdo castanho-avermelhada, onde sdo definidas
as lesdes caracteristicas a doenga, visiveis em ambas as faces da folha
(YORINORI et al., 2004).

Avaliacdes de resisténcia a ferrugem da soja podem ser
conduzidas com base na reacdo do hospedeiro ao patdégeno, conforme:
lesdo tipo TAN (lesdo marrom-amarelada ou bronzeada) = completa
suscetibilidade; lesdo tipo RB (lesio marrom-avermelhada, com
bordos definidos) = resisténcia; imune = nenhum sintoma visivel
(MILES et al., 2006). Koga et al. (2008) associam, ainda, para selecdo
de diferentes gendtipos, o tipo MX (misto) = presenga dos dois tipos

de lesdo na mesma folha, conforme proposto por Bromfield (1984).
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As primeiras lesdes, em geral, sdo encontradas nas folhas
baixeiras da planta de soja. O amarelecimento prematuro e a abscisdo
foliar podem ocorrer em funcdo do aumento da densidade de lesdes.
Em peciolos e hastes jovens podem ser observadas lesdes alongadas.
O estadio final da epidemia da ferrugem da soja numa lavoura
caracteriza-se, normalmente, por amarelecimento geral das folhas,
seca e intensa desfolha (REIS et al., 2006).

O rapido amarelecimento, bronzeamento e queda
prematura de folhas, impedem a formacdo total dos grdos. Quanto
mais precoce for a desfolha, maiores os danos sobre o rendimento de
graos e qualidade (grdos pequenos e verdes). Em caso de desfolha,
ainda nos estadios vegetativos, pode ocorrer aborto de flores e queda

prematura de vagens (YORINORI et al., 2004).

2.1.4 Hospedeiros da ferrugem da soja

Naturalmente, P. pachyrhizi infecta mais de 95 espécies de
plantas dentro de mais de 42 géneros, incluindo a soja e espécies do
género Glycine. Incluem-se nesta lista muitas plantas daninhas e
legumes comestiveis. Inclui-se, também, o kudzu (Pueraria lobata
(Willd) Ohwi), o qual se encontra disperso em algumas regides onde
se cultiva a soja e serve como um importante hospedeiro (fonte de
inéculo) para a ferrugem da soja, principalmente, quando a cultura nao
estd implantada (MILES et al., 2003). Slaminko et al. (2008)
avaliando hospedeiros de P. pachyrhizi, conduziram experimento com
176 espécies, dentro de 57 géneros da familia Fabaceae, nativas ou

introduzidas em regides onde se cultiva soja nos Estados Unidos da
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América, e confirmaram a introdu¢@o de 65 novas espécies, dispersas

em 25 géneros, 12 dos quais ndo haviam ainda sido reportados.

2.1.5 Danos no hospedeiro (G. max)

Yang et al. (1991) estudando a influéncia da ferrugem da
soja sobre o rendimento da soja observaram redug¢@o no numero de
vagens por planta, redu¢do no peso de graos e redugdo no ciclo da
cultura. Segundo Ogle et al. (1979) os danos relativos a ferrugem da
soja estdo associados com a redug@o no nimero de vagens por planta,
numeros de graos cheios por planta e ao peso de graos. Também
observaram redugdo no conteudo de 6leo no grdo e auséncia de
alteracdo no teor de proteina. Kawuki et al. (2003) descrevem que os
danos pela ferrugem da soja, em diferentes safras, estiveram
associados com reducdo no peso das sementes e numero de vagens por
planta.

Kochman (1979) e Ogle et al. (1997) mencionam danos
pela ferrugem da soja, descritos por diversos pesquisadores, em
diferentes regides do mundo, entre 10% e 80%. Relatos de danos, em
areas experimentais na Australia, Japdo, China e Filipinas variam de
5% a 95% (HARTMAN et al., 1999). Kawuki et al. (2003), em
Uganda, descrevem danos em variedades comerciais entre 15,1% e
22,9%. No Paraguai, Morel (2001) cita danos de 50%.

O efeito da ferrugem sobre o rendimento da cultura da soja
dependerd, também, do estadio de crescimento da cultura no qual a
ferrugem se instalou e do tempo em que o processo doenga se

estendeu durante o cultivo. Infec¢des muito precoces podem levar a
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uma desfolha prematura do cultivo e subseqiientes danos (OGLE et
al., 1979). Os maiores danos sdo atribuidos a desfolha das plantas e
sd0 mais severos quando a infec¢do ocorre logo apds o inicio da

floracdo (BROMFIELD, 1984).

2.1.6 Medidas de controle

As medidas de controle para a ferrugem da soja, em
fun¢@o da ndo disponibilidade de cultivares com resisténcia genética
ao fungo, com nivel suficiente para evitar danos, estdo direcionadas
para o controle quimico e para o manejo de fontes de inoculo
(hospedeiros secundarios ou plantas voluntarias de soja) fora da
estacdo de cultivo da soja. Também se sugere o uso de cultivares de
ciclo precoce e semeadura no inicio da época recomendada

(REUNIAO, 2008; TECNOLOGIAS, 2008).

2.1.6.1 Controle cultural

A recomendag¢do de medidas de controle cultural no
controle de fitopatdégenos fundamenta-se na explora¢do dos pontos
vulneraveis do seu ciclo de vida, principalmente em sua fase de
sobrevivéncia. As principais medidas, segundo Reis et al. (2006),
envolvem:

a) O principal mecanismo de sobrevivéncia de P. pachyrhizi é o
parasitismo de plantas vivas (plantas voluntdrias) no periodo
em que o hospedeiro principal nao estd sendo cultivado,

motivo pelas quais as mesmas deveriam ter suas populagdes
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reduzidas ou eliminadas. Esta medida ¢ identificada pela
pratica do vazio sanitario, estabelecida a maioria dos estados
produtrores de soja no Brasil, que consiste num periodo pré-
definido no qual ndo se permite a manutencdo de plantas de
soja vivas na lavoura, a fim de que se obtenha uma reducédo da
quantidade de indéculo da ferrugem para os cultivos da safra
principal, no caso, a de verdo (TECNOLOGIAS, 2008).

b) Outra fonte de indculo s@o os hospedeiros secundarios. No Rio
Grande do Sul o kudzu tem sido citado como sendo o
hospedeiro secundario de maior importancia, nos municipios
de Carazinho, Santa Cruz do Sul e Caxias do Sul, justificando-
se a eliminagdo dessas fontes. No municipio de Sertdo (RS) foi
observada a ferrugem da soja sobre soja perene (Neonotonia
wightii (Wight & Arn.)) (REIS, 2007 - comunicagdo pessoal);

¢) Manejo da irrigagdo: evitar aumentar, pela irrigacdo, a duracio
diaria do molhamento foliar causado pelo orvalho;

d) Dar preferéncia a cultivares de ciclo mais precoce e
semeaduras no inicio das épocas preferenciais de semeadura
(menor intensidade da doenga em funcdo de menor
disponibilidade de indculo na area e em funcdo do periodo que

a planta fica a campo exposta aos eventos).

2.1.6.2 Controle genético

Inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo

de selecionar gendtipos promissores em busca de fontes de resisténcia

a ferrugem da soja (YORINORI et al., 2004).
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Cinco genes que condicionam resisténcia vertical foram
relatados na literatura (Rpp1, Rpp2, Rpp3, Rpp4 ¢ RppS5) (McLEAN &
BYTH, 1980; BROMFIELD & HARTWIG, 1980; HARTWIG &
BROMFIELD, 1983; HARTWIG, 1986; GARCIA ET AL., 2008),
mas ndo foram durdveis quanto a eficiéncia da resistancia a campo. A
busca de genotipos com resisténcia horizontal ou taxa reduzida de
progresso da doenca tem sido alvo de estudos. Koga et al. (2008)
avaliando tipo de lesdo, numero de lesdes e de urédias, producio de
uredosporos, entre outros, selecionaram diferentes grupos de
genodtipos com diferentes reagdes a ferrugem, sendo considerados
promissores como fontes de genes de resisténcia a ferrugem asiatica
da soja.

Os cultivares de soja TMG 801 - INOX"® ¢ TMG 803 -
INOX" e BRSGO 7560, com resisténcia a ferrugem asiatica da soja, ja
estdo sendo disponibilizados aos agricultores, em determinadas
regides brasileiras, na presente safra de cultivo (FUNDACAO MT,
2009; LANDGRAF, 2009).

2.1.6.3 Controle quimico

Embora a utilizagdo de fungicidas ndo se constitua na
unica medida de controle para a ferrugem da soja, o uso destes, ainda,
tem sido a pratica mais eficiente no controle de epidemias da doenga,
auxiliando, desta forma, na manuten¢do das produtividades na cultura.

A aplicagdo de fungicidas em pulverizagcdo da parte aérea
da cultura tem sido a preconizada e mais freqiiente, embora o uso de

fungicida, para o controle da ferrugem da soja, através do tratamento
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de semente j& faca parte da recomendacdo em sistemas de produgdo
para o cultivo da soja na regidio central do Brasil (REUNIAO, 2008;
TECNOLOGIAS, 2008).

Os ingredientes ativos dos fungicidas registrados para o
controle da ferrugem da soja no Brasil, até a presente data, em
pulveriza¢do na parte aérea da cultura, isolados e/ou em mistura sao:
azoxistrobina, ciproconazol, difenoconazol, epoxiconazol,
fluquinconazol, flutriafol, metconazol, miclobutanil, picoxistrobina,
propiconazol, protioconazol, tebuconazol, tetraconazol, azoxistrobina
+ ciproconazol, carbendazim + flutriafol, ciproconazol +
picoxistrobina, ciproconazol + propiconazol, ciproconazol +
trifloxistrobina, epoxiconazol + piraclostrobina, flutriafol + tiofanato
metilico, propiconazol + trifloxistrobina e tebuconazol +
trifloxistrobina, totalizando 54 formula¢des comerciais. Para o
tratamento de sementes encontra-se registrado o principio ativo
fluquinconazol, em apenas uma formulagio comercial (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2009).

Nao ha, até o momento, um consenso quanto a um (ou
mais) critério indicador para a tomada de decis@o do controle quimico
da ferrugem da soja, na parte aérea da cultura, no Brasil.

A decisdo sobre o momento do controle € variavel e se
apdia em distintas situagdes, como se pode observar: preventivamente
(“zero” doenca na lavoura) a partir do surgimento da doenga em
lavouras na regido ou, ainda, independente desta confirmagao;
controle curativo (pds infeccdo e pré-sintoma); controle erradicativo
(pos-sintomas), adotando-se ou ndo um limiar de a¢do; com base no

estadio fenologico da cultura, nas condi¢des climaticas da regido, na
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época de semeadura, no ciclo do cultivar, na presenca de outras
doencas na lavoura, no custo da aplicagdo, na eficacia do fungicida
escolhido, na logistica de aplicagdo, entre outros (YORINORI et al.,
2004; REIS et al., 2006; REUNIAO, 2008; TECNOLOGIAS, 2008).

2.2 Fungitoxicidade e sensibilidade

Fungicidas sdo substancias quimicas de origem natural ou
sintética que quando aplicadas as plantas protegem-nas da penetracdo
e/ou posterior desenvolvimento de fungos patogénicos e
microrganismos pertencentes ao reino Stramenopila (antigos fungos
da classe Oomicetos), em seus tecidos. Este conceito tem sido
ampliado com o surgimento de novas substincias quimicas, que
controlam doencas causadas por fungos, que ndo atuam diretamente
sobre o agente causal da doencga, mas que atuam como ativadores de
mecanismos de defesa das plantas (GHINI & KIMATI, 2000;
NOJOSA et al., 2005; REIS et al., 2007).

A fungitoxicidade ¢ uma propriedade inerente a uma
substancia quimica e se caracteriza pela toxicidade aos fungos em
baixas concentracdes (REIS et al., 2007). Toxicidade ¢ a capacidade
que uma substancia quimica apresenta de produzir um efeito nocivo
sobre um sistema biologico, alterando fungdes ou levando o
organismo a morte, sob determinada condi¢cdo de exposi¢do (OGA et
al., 2008).

Edgington et al. (1971) propdem os seguintes critérios
para enquadrar uma substancia fungicida, com relagdo a

fungitoxicidade: substancia que apresenta DEsy < 1 mg L™ = altamente
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fungitdxica; com DEs entre 1 mg L!e 50 mg L' = moderadamente
fungitoxica e com DEsp> 50 mg L' = nao toxica.

O termo DEsy corresponde a dose efetiva ou eficaz que
promove um efeito desejado (ou grau de resposta) em 50% dos
microrganismos submetidos ao ensaio experimental (SILVA, 2006;
OGA et al., 2008). O termo CEsy (concentragcdo efetiva), também
utilizado para expressar o grau de toxicidade de uma substancia,
representa a concentracdo de um composto quimico onde 50% de seu
efeito méximo €& observado. No caso, uma dose que reduza o
crescimento miceliano ou, ainda, a germinacdo de esporos
potencialmente viaveis a um valor de 50% do crescimento (ou
germinagdo), na auséncia do fungicida. Esses valores, muitas vezes,
sdo referidos como ICsy (inibigdo do crescimento) (SHARVELLE,
1961; RUSSEL, 2004; REIS et al., 2007).

Outros parametros utilizados para expressar o grau de
toxicidade de substancias quimicas sobre um sistema biologico sdo a
DLsy (dose letal) ou, ainda, a CLsy (concentracdo letal) que
correspondem a dose/concentragdo necessaria para levar a morte 50%
dos organismos em teste. Também ¢ utilizada a CMI (Concentragdo
Minima Inibitoria), muitas vezes referida como dose ou concentracio
limite. Esta representa a concentragdo minima de uma substincia
quimica necessdria para inibir o crescimento de um microrganismo ou
produzir uma resposta detectdvel numa populagio em teste
(SHARVELLE 1961; TORGESON, 1967; LOOMIS, 1995; RUSSEL,
2004; SILVA, 2006; OGA et al., 2008).

A DEsy ¢ especifica e constante para uma determinada

substancia quimica e para um determinado patégeno. A substincia ¢
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fungicida em concentragdo baixa, sendo que um valor baixo da DEs,
representa uma alta acdo fungicida (REIS et al., 2007). Loomis
(1995), quando descreve sobre a toxicidade de uma droga, emprega o
termo “potente” para uma substancia quimica, se a dose requerida
para produzir qualquer efeito estiver numa faixa muito baixa.

A descricdo da poténcia e da eficacia de um fungicida
pode ser demonstrada pela curva de dose-resposta, onde s@o definidos
os valores das doses/concentracdes efetivas (TORGESON, 1967). A
posicdo da curva de dose-resposta, no eixo da dose, representa o
indice da poténcia da droga, indicando a quantidade da droga para
produzir determinado efeito. Comparativamente a outra droga, a curva
que se situar a direita indicard poténcia inferior. Se a DEsy de um
composto “A” for maior que a DEsy de um composto “B” pode-se
inferir que o composto “A” ¢ menos potente que o composto “B”. O
limite superior da curva da dose-resposta indica a eficdcia do
fungicida (droga) e refere-se a resposta maxima que pode ser
provocada por ele. Normalmente, a eficicia de uma droga se constitui
no fator mais decisivo para sua escolha (HUGHES, 1996; SILVA,
2006).

Uma substancia quimica em fun¢do de suas caracteristicas,
inerentes a molécula quimica, apresenta fungitoxicidade. Por outro
lado, um fungo, em fung¢do de suas caracteristicas genéticas apresenta,
ou nao, sensibilidade a uma dada molécula. Se um fungo for sensivel a
um fungicida, este apresenta fungitoxicidade; em caso contrario, ¢
atoxico. Se o fungicida ndo apresenta fungitoxicidade, o fungo é&,

entdo, considerado insensivel (REIS et al., 2007).
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Ghini e Kimati (2000) definem o termo sensibilidade
como o oposto de resisténcia, quando descrevem que fungos
resistentes a fungicidas apresentam uma reducdo na sensibilidade. A
resisténcia a fungicidas é definida como uma alteracdo herdavel e
estivel em um fungo em resposta a aplicacio de um fungicida,
resultando numa reducdo da sensibilidade ao produto. Os autores
ainda sugerem que o termo insensibilidade ndo deva ser utilizado
como sindnimo de resisténcia, uma vez que o termo sugere a completa
falta de sensibilidade, o que ndo se observa na pratica. Logo, dever-se-
ia utilizar o termo insensibilidade para descrever fungos para os quais
um fungicida nunca apresentou efeito. Nem todos os fungos sdo
sensiveis a todos os fungicidas (espectro de acdo); alguns sempre
serdo insensiveis a certas moléculas (REIS et al., 2007).

Se a DEs( de um fungicida, ao longo do tempo, apresentar
alteracdo para valores superiores aos inicialmente estabelecidos,
visando ao controle de um determinado patégeno, poderd indicar

reducdo na sensibilidade aquele fungicida (REIS et al., 2007).

2.2.1 Metodologias utilizadas para avaliacdo da fungitoxicidade de

um fungicida

Virias metodologias tém sido descritas para mensuragao
da fungitoxicidade de wuma substincia quimica (AMERICAN
PHYTOPATHOLOGICAL SOCIETY, 1947; SHARVELLE, 1961;
GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004), tendo como objetivo o

estudo, em si, da sensibilidade de um fungo a um determinado
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fungicida ou ainda o monitoramento da reducgdo parcial ou mesmo a
perda desta sensibilidade (resisténcia).

Estas técnicas devem compreender ensaios in vitro ou in
vivo, obedecendo, a principio, as seguintes caracteristicas: serem
seguras, reproduziveis, de simples operacdo em termos de praticidade
e habilidade nas tecnologias utilizadas, de baixo custo e serem capazes
de reproduzir as respostas de sensibilidade obtidas, nos testes in vitro

ou in vivo, em situagdes de campo (RUSSEL, 2004).

2.2.1.1 Testes in vitro

Testes in vitro podem ser direcionados tanto para
patdgenos necrotroficos (ndo obrigatdrios) como para biotréficos
(obrigatdrios), embora, na sua maioria, envolvem os necrotroficos, em
funcdo da possibilidade de cultivo desses fungos em meio de cultura,
ficando os biotréficos restritos a avaliacdo da germinacdo dos esporos.
A excegdo, dentro dos biotroficos, fica para Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary onde, testes avaliando crescimento miceliano sdo
possiveis, em fungdo de meio de cultura especifico (TORGESON,
1967; GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004).

Se o patdgeno alvo do estudo pode, facilmente, ser
cultivado em um meio de cultura, entdo os testes para a determinagao
de uma curva “dose-resposta”, para um fungicida, na maioria das
vezes, serdo desenvolvidos nestas condigdes. Normalmente, estes
testes envolvem a utilizagdo de meios de cultura sélidos, contudo, a
utilizacdo de meios liquidos também se torna possivel, embora com

restricdes. As variaveis quantificadas incluem desde mensuragdo do
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crescimento miceliano, germinacdo de esporos, comprimento do tubo
germinativo, morfologia do tubo germinativo ou, até mesmo,
incremento de turbidez (meio de cultura liquido) (GEORGOPOULOQOS,
1982; RUSSEL, 2004).

Testes avaliando a fungitoxicidade também podem ser
desenvolvidos através da incorporagdo de uma suspensao de esporos a
diferentes concentragdes do fungicida teste. Fica esta técnica limitada
a patdgenos que esporulam facilmente e que ndo apresentam restricao
a germinacdo na auséncia de oxigénio. A tendéncia de agregacdo dos
esporos que se depositam no fundo do local onde serd procedido o
teste (cavidade de uma lamina, tubo de ensaio), dificulta a avaliagdo
(SHARVELLE, 1961). O mesmo autor também faz referéncia a um
teste modificado, onde se utiliza o meio de cultura sélido, contudo
com sobreposicdo de discos de papel filtro, embebidos nas devidas
concentragdes do fungicida em teste e, sobre estes, a deposi¢do da

suspensdo de esporos.

2.2.1.2 Testes in vivo

Ensaios in vivo s3o necessarios para aqueles patdgenos
biotroficos, nos quais procedimentos in vifro ndo estejam compativeis
com os objetivos almejados. Esses ensaios também podem ser
utilizados para patogenos necrotrdficos, se a utilizagdo de técnicas in
vitro for considerada inapropriada (RUSSEL, 2004).

Algumas metodologias estdo disponiveis e a escolha por
uma delas dependerd do patdgeno alvo e propriedades do fungicida.

Estas, normalmente, incluem partes da planta destacadas
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(principalmente folhas), discos ou segmentos de folhas depositados
sobre um meio de cultura contendo o fungicida ou em suspensao sobre
uma solu¢do do fungicida, ou, ainda, plantulas inteiras (GHINI &
KIMATI, 2000; RUSSEL, 2004).

Outras metodologias sdo citadas, independente se o
patéogeno € um parasita obrigatério ou ndo, contudo, referindo-se
somente ao monitoramento do grau de sensibilidade, como por
exemplo: a utilizagdo de armadilhas moveis para coleta de esporos,
contendo plantas tratadas ou meio de cultura seletivo; placas para
microtitulagdo, onde sdo colocados esporos do patdégeno e meio de
cultura com o fungicida sendo que, em 46 h, obtém-se resultados por
leitura da absorbancia ou, ainda, pelo uso de técnicas moleculares para
a deteccdo de linhagens resistentes, de baixa freqiiéncia na populagio

do patogeno (GHINI & KIMATI, 2000).

2.2.1.3 Avaliacio dos resultados

Ensaios de fungitoxicidade ou de monitoramento da perda
de sensibilidade s3o definidos através de parametros como DEs,
DLsy, CLs, CEsp, Clsp ou CMI (SHARVELLE 1961; TORGESON,
1967, LOOMIS, 1995; RUSSEL, 2004; SILVA, 2006; OGA et al.,
2008).

Estes parametros podem, também, ser utilizados para
classificar e comparar a toxicidade entre as moléculas testadas, através
de indices como poténcia e eficicia (LOOMIS, 1995; HUGHES,
1996; SILVA, 2006; OGA et al., 2008).
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Valores do tipo “dose-resposta” sdo obtidos quando da
avaliagdo da fungitoxicidade de uma molécula. A partir dos valores
das doses e das respectivas respostas, identifica-se uma relagdo entre
ambas e com base nessa relagdo estima-se uma dose efetiva (DE), ou
letal (DL), por exemplo, que afetara “x” percentual da populacdo em
estudo. Um conjunto de métodos que permite analisar dados
qualitativos desta natureza ¢ a andlise de probit (LOOMIS, 1995;
LOPES & OLIVEIRA, 2009).
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CAPITULO 1

EFEITO DE SUBSTRATO, TEMPERATURA, TEMPO DE
EXPOSICAO E FOTOPERIODO NA GERMINACAO E NO
CRESCIMENTO DO TUBO GERMINATIVO DE
UREDOSPOROS DE Phakopsora pachyrhizi IN VITRO

MARTA MARIA CASA BLUM' E ERLEI MELO REIS®

RESUMO - Ensaios avaliando substrato, fotoperiodo, temperatura e
tempo de exposi¢do sobre a germinagdo e o crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in vitro, foram
desenvolvidos com o objetivo de gerar informagdes para trabalhos
futuros com testes de fungitoxicidade. Foram avaliados os substratos
agar-agua, BDA (batata-dextrose-dgar) (25%), BDA (50%), BDA
(100%), extrato de folha de soja e extrato de folha de kudzu; as
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C; os tempos de exposi¢do de
4,8,12,16,20,24,28,32,36¢c40hede1,2,3,4,5,6,7 ¢ 8 hedois
ensaios avaliando fotoperiodo com regimes diferenciados de luz e
escuro (um com alternancia de trés horas e outro com alternancia de
uma hora). O substrato agar-dgua, na avaliacdo da germinacdo e do
comprimento do tubo germinativo, apresentou-se como a melhor

opcdo para condugdo de testes in vitro, com P. pachyrhizi. A

'Engenheira Agronoma, Doutoranda do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragio em Fitopatologia
martablum@gmail.com

*Orientador, Eng. Agr., Dr., professor da FAMV/PPGAgro/UPF - erleireis@tpo.com.br
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germinagdo maxima dos uredosporos de P. pachyrhizi foi obtida nas
temperaturas de 21,8 e 22,3 °C e os comprimentos maximos
mensurados para os tubos germinativos foram obtidos nas
temperaturas de 21,4 e 22,1 °C, para a primeira e segunda vez em que
o experimento foi conduzido, respectivamente. Identificou-se o tempo
de 6,4 horas para a obten¢do da germina¢c@o maxima dos uredosporos
e o tempo de 37,7 h para o maximo crescimento dos tubos
germinativos, in vitro. O crescimento dos tubos germinativos foi
linear, quantificando-se um crescimento médio, para cada hora de
exposicdo, de 45 um. Na auséncia de luz foram observadas as
germinagdes maximas € o0s maximos comprimentos dos tubos
germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi. A exposi¢do a luz
continua ndo inibiu, totalmente, a germinagdo e nem o crescimento

dos tubos germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.

Palavras-chave: ferrugem asiatica da soja, Glycine max (L.) Merr.,

metodologia.

EFFECT OF SUBSTRACT, PHOTOPERIOD, TEMPERATURE
AND EXPOSURE TIME ON THE GERMINATION AND
UREDOSPORES GERMINATIVE TUBE GROWTH OF

Phakopsora pachyrhizi IN VITRO

MARTA MARIA CASA BLUM AND ERLEI MELO REIS

ABSTRACT - Assays evaluating substract, photoperiod, temperature

and exposure time on the germination and uredospores germinative
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tube growth of P. pachyrhizi, in vitro, were conducted to obtain
information for future work with fungitoxicity tests. Substracts were
evaluated: agar-water, PDA (potato-dextrose-agar) (25%), PDA
(50%), PDA (100%), soybean leaf extract and kudzu leaf extract; the
temperatures of 10, 15, 20, 25, 30 and 35 °C; the exposure times of 4,
8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,36 and40 hand of 1, 2, 3,4, 5,6, 7, and 8 h
and two trials evaluating fotoperiods with different light and darkness
exposure (one with with a three hour alternation and other with a hour
alternation). The agar-water substract, on the germination and
germinative tube length evaluations, was the best option to the testing
with P. pachyrhizi in vitro. The maximum P. pachyrhizi uredospores
germination was obtained at 21.8 and 22.3 °C and the maximum
length measured for the germinative tubes were obtained with 21.4
and 22.1 °C, to the first and the second time the experiment was
conducted, respectively. The best time for the maximum uredospores
germination was of 6.4 hours and of 37.7 h to the maximum
germinative tube growth, in vitro. The germinative tube growth was
linear, quantifying a medium growth, to each hour of exposure, of 45
um. In the absence of light, were observed the maximum germinations
and the maximum uredospore germinative tube lengths of P.
pachyrhizi. The exposure to continue light did not inhibited, totaly, the
P. pachyrizi germination neither the uredospores germinative tube

growth.

Key-words: asian soybean rust, Glycine max (L.) Merr.,

methodology.
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1 INTRODUCAO

O fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & Syd., agente
causal da ferrugem asiatica da soja, ¢ um fungo biotréfico que ndo se
desenvolve em meio de cultura. Normalmente, para fins de pesquisa, a
manuten¢do e/ou multiplicagdo de uredosporos € obtida através de
inoculagdes sucessivas em plantas de soja. Além da soja, sua
manutencdo pode ser conduzida sobre plantas de kudzu (Pueraria
lobata Willd.), hospedeiro secundario, encontrado no sul do Brasil.
Outra possibilidade reside na preservacdo dos uredosporos a baixas
temperaturas, tendo como vantagem a manuten¢do da identidade
genética do isolado, assim como, reducdo de tempo, espago fisico e
mao-de-obra para manutencdo do patégeno (FURTADO et al., 2005;
ALVES et al., 2006; ZAMBENEDETTI et al., 2007a).

A avaliagdo da sensibilidade de um fungo a uma
substancia quimica (ex: fungicida), in vitro, com a utilizagdo de um
substrato artificial, ¢ uma pratica descrita na literatura, principalmente
para fungos necrotroficos, onde, normalmente, se quantifica o
crescimento miceliano, sob diferentes concentragdes fungicidas. A
limitacdo de uso desta metodologia esta para os fungos biotréficos
onde somente podem ser avaliados com base na germinacdo de seus
esporos e/ou na mensura¢do do comprimento dos tubos germinativos
(RUSSEL, 2004).

Para ambos os grupos, necrotréficos ou biotréficos,
quando se tem como objetivo a determinag@o da sensibilidade de um
fungo a um fungicida in vitro, tornam-se necessarios identificar, entre

outros fatores, substratos, temperatura para desenvolvimento do



35

fungo, fotoperiodo e tempo de exposi¢do necessario, a determinada
condicdo de ambiente, para que se promova a maxima taxa de
germinagdo dos esporos, 0 maximo crescimento do tubo germinativo
ou, ainda, crescimento miceliano e esporulagdo.

Portanto, este trabalho teve como objetivo selecionar
substrato, temperatura, tempo de exposi¢do e fotoperiodo que
proporcionasse maxima germina¢do e crescimento dos tubos

germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos seis ensaios, iz vitro, no laboratério de
Fitopatologia (Micologia) da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo Fundo - UPF (Passo
Fundo/RS), nos anos de 2006 e 2007, para a selecdo de um substrato,
uma temperatura, um tempo de exposicdo e um fotoperiodo que
proporcionasse maxima germinagdo e crescimento dos tubos
germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.

O indculo da ferrugem da soja, proveniente de uma
amostra da populacdo de uredosporos, obtida de plantas naturalmente
infectadas na safra de 2004/05, no campo experimental da FAMV-
UPF, foi mantido e multiplicado em plantas de soja (cultivar BRS
154), em ambiente parcialmente controlado (22 + 2 °C e 14 horas de
fotoperiodo).

Os uredosporos de P. pachyrhizi, utilizados para teste,

foram removidos dos foliolos de soja por agitagdo, manual, em agua
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destilada com duas gotas.L' do surfactante Tween 20 (marca
registrada).

Utilizaram-se placas de Petri de tamanho 60 x 15 mm
(esterilizadas e descartaveis) onde, sobre o substrato, depositou-se um
mL de uma suspensio de uredosporos (2 x 10° uredosporos por placa).
Os substratos utilizados foram autoclavados e vertidos nas placas de
Petri com antecedéncia, minima, de 24 horas da deposicdo da
suspensdo dos uredosporos.

Foram quantificados a germina¢do e o comprimento do
tubo germinativo dos uredosporos de P. pachyrhizi. A unidade
experimental foi constituida de uma placa de Petri. Foram utilizadas
quatro repeti¢cdes para cada tratamento. Para a variavel germinagdo
foram observados 100 uredosporos por repeticdo. Para o comprimento
do tubo germinativo foram mensurados 50 uredosporos por repeti¢ao.
O uredosporo foi considerado germinado quando apresentou tubo
germinativo de comprimento maior ou igual ao menor didmetro do
esporo.

Decorridos os tempos previstos para a execuc¢do de cada
experimento, a germinagdo e o crescimento dos tubos germinativos
foram interrompidos adicionando-se 0,3 mL de uma solucdo de
acetona (100%) e corante azul de algoddo, em cada placa de Petri.
Apds, as placas foram mantidas em refrigerador (4 °C), para posterior
avaliagdo.

Os trabalhos de incubag¢do foram conduzidos em camara
incubadora tipo DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio), com
controle de temperatura e fotoperiodo, e a quantificacio da

germinagdo dos uredosporos e a mensuracdo do comprimento dos
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tubos germinativos foram realizados com o auxilio de microscdpio
otico (com reticulo micrométrico adaptado a ocular), através de
varredura da placa de Petri.

Todos os ensaios foram conduzidos por duas vezes
(experimentos 1 e 2), com excecdo do ensaio para determinagdo de

substratos que foi conduzido por trés vezes (experimentos 1, 2 e 3).

2.1 Efeito de substratos sobre a germinacdo e sobre o
comprimento dos tubos germinativos de uredosporos de P.

pachyrhizi

Neste ensaio foram comparados seis substratos: agar-agua
(10 g de agar em 1.000 mL de 4gua destilada), batata-dextrose-agar
(BDA) a 25%, batata-dextrose-agar a 50%, batata-dextrose-agar a
100%, extrato de folha de soja [Glycine max (L.) Merr.] (um grama de
folha de soja fresca triturada no liquidificador, em 1.000 mL de agua
destilada e 10 g de agar) e extrato de folha de kudzu Pueraria lobata
(Willd.) Ohwi (um grama de folha de kudzu fresca triturada no
liquidificador, em 1.000 mL de 4gua destilada e 10 g de 4gar). Apds a
deposicdo da suspensdo dos uredosporos de P. pachyrhizi sobre os
diferentes substratos, estes foram colocados para incubagdo a
temperatura de 22 °C, escuro continuo, durante seis horas.

Observou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, sendo realizada a andlise de
varidncia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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2.2 Determinacio da temperatura 6tima para a germinacio e para
o crescimento dos tubos germinativos de uredosporos de P.

pachyrhizi

Neste ensaio foram avaliadas as seguintes temperaturas:
10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C. A deposi¢do da suspensdo
dos uredosporos de P. pachyrhizi foi sobre substrato dgar-agua, sendo
incubados em escuro continuo, durante seis horas, nas diferentes
temperaturas.

Observou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des, sendo os dados submetidos a
analise de variancia e de regressdo, para a descricdo do efeito da
temperatura sobre a germinacdo de uredosporos € comprimento dos
tubos germinativos. A temperatura ideal foi determinada pelo célculo

do ponto de maximo das curvas.

2.3 Determinacdo do tempo de exposicio para avaliacio da
germinacdo maxima e do crescimento maximo dos tubos

germinativos de uredosporos de P. pachyrhizi

Num ensaio foram avaliados os tempos de exposi¢do, para
a germina¢do dos uredosporos, de 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, e 40
horas. Posteriromente, num outro ensaio, com base nos resultados ja
obtidos, foram avaliados os tempos de exposicdo de 1,2, 3,4,5,6,7 ¢
8 horas. A deposi¢do da suspensdo dos uredosporos de P. pachyrhizi
foi sobre substrato agar-agua, sendo mantidos em escuro continuo, na

temperatura de 22 °C, sob os diferentes tempos de exposi¢do. A
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medida que os tempos de exposi¢do, para o teste de germinagdo, se
completavam, as quatro repeti¢des, do tratamento em questdo, eram
retiradas da camara de incubacdo e paralisadas a germinagdo e o
crescimento do tubo germinativo dos uredosporos.

Observou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, sendo os dados submetidos a

analise de variancia e de regressao.

2.4 Efeito do fotoperiodo sobre a germinac¢io e o crescimento dos

tubos germinativos de uredosporos de P. pachyrhizi

Para avaliagdo do efeito do fotoperiodo, sobre a
germinagdo e o comprimento do tubo germinativo dos uredosporos de
P. pachyrhizi, foram conduzidos dois ensaios, onde diferentes
combinagdes de exposi¢do a luz e ao escuro, totalizando 6 horas,
foram testadas. Utilizou-se iluminacdo artificial, fornecida por quatro
lampadas fluorescentes (Philips TL-D 15W/75-650), distantes 10 cm
das placas, componentes da camara incubadora. A iluminac¢do na
camara de incubac¢do foi continua, obtendo-se o efeito da auséncia de
luz (escuro) pela embalagem de cada placa de Petri com duas camadas
de papel aluminio.

No primeiro ensaio quatro tratamentos foram avaliados,
conforme: 3 h de escuro seguidas de 3 h de luz; 6 h de escuro; 3 h de
luz seguidas de 3 h de escuro e 6 h de luz. Em outro ensaio, foram
avaliados doze tratamentos, definindo-se por aumento gradativo de
exposi¢do ao escuro em relagdo a luz e a luz em relagdo ao escuro,

conforme: 1 h de escuro seguida de 5 h de luz; 2 h de escuro seguidas
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de 4 h de luz; 3 h de escuro seguidas de 3 h de luz; 4 h de escuro
seguidas de 2 h de luz; 5 h de escuro seguidas de 1 h de luz; 6 h de
escuro; 1 h de luz seguida de 5 h de escuro; 2 h de luz seguidas de 4 h
de escuro; 3 h de luz seguidas de 3 h de escuro; 4 h de luz seguidas de
2 h de escuro; 5 h de luz seguidas de 1 h de escuro e 6 h de luz. A
suspensdo dos uredosporos de P. pachyrhizi foi depositada sobre
substrato agar-agua, sendo aqueles submetidos a temperatura de 22
°C, durante 6 horas, nos diferentes fotoperiodos.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, sendo realizada a andlise de
variancia e as meédias dos tratamentos comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito de substratos

Por ocasido do primeiro experimento ndo foram
observadas diferengas entre os substratos testados sobre a germinagao
dos uredosporos de P. pachyrhizi (Tabela 1). Para o comprimento do
tubo germinativo foram observadas diferengas, sendo que os
substratos 4gar-agua e extrato de folha de soja apresentaram
crescimento superior ao BDA 100%. BDA 25%, BDA 50% e extrato
de folha de kudzu ndo diferiram de BDA 100%. Extrato de folha de
soja ndo diferiu de BDA 25%, BDA 50% e extrato de folha de kudzu
(Tabela 2).
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No segundo experimento também ndo foram observadas
diferencas entre os substratos testados sobre a germinacdo dos

uredosporos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito de substratos sobre a germinacdo de uredosporos de
Phakopsora pachyrhizi (6 h de exposi¢ao; escuro; 22 °C)

Germinagao (%)

Substrato Experimento 1  Experimento 2  Experimento 3
Agar—égua 61,47 n.s. 55,50 n.s. 60,00 a
BDA 25% 52,00 57,00 59,50 ab
BDA 50% 62,00 60,00 59,00 ab
BDA 100% 55,00 56,00 49,50
Extrato folha soja 67,05 58,00 68,00
Extrato folha kudzu 61,50 54,50 62,50

C.V. (%) 11,10 7,12 7,37

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p=5%)

Tabela 2. Efeito de substratos sobre o comprimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi (6
h de exposicdo; escuro; 22 °C)

Comprimento tubo germinativo (Lm)

Substrato Experimento 1  Experimento 2  Experimento 3
Agar-agua 273,50 a 197,30 b 178,70 a
BDA 25% 214,30 bc 236,10 a 186,30 a
BDA 50% 229,45 be 223,770 ab 190,20 a
BDA 100% 195,85 ¢ 15825 ¢ 11995 b
Extrato folha soja 238,50 ab 203,95 ab 171,20 a
Extrato folha kudzu 227,775 be 205,15 ab 170,80 a
C.V. (%) 6,74 7,09 5,21

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p=5%)
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Para o comprimento do tubo germinativo (Tabela 2) foram
observadas diferencas, sendo o substrato BDA 100% o que
possibilitou o menor crescimento dos tubos germinativos. BDA 25%
apresentou crescimento superior ao substrato dgar-agua e ao de BDA
100%, ndo diferindo dos extratos de folha de kudzu e de folha de soja
e nem de BDA 50%.

No terceiro experimento os substratos com extratos de
folhas de soja e kudzu e o de 4gar-agua foram superiores ao BDA
100%, mas ndo diferiram de BDA 25% e BDA 50%, para a
germinagdo dos uredosporos (Tabela 1). Para o comprimento do tubo
germinativo foi observada diferenga entre o substrato BDA 100% e os
demais, sendo que o BDA 100% proporcionou crescimento inferior do
tubo germinativo (Tabela 2).

Trabalhos avaliando diferentes substratos sobre a
germinagdo, in vitro, de uredosporos de P. pachyrhizi ndo foram, até o
momento, relatados.

Mueller et al. (2005), em testes de fungitoxicidade,
utilizaram BDA (100%), na quantificagdo da viabilidade dos
uredosporos de Puccinia hemerocallidis Thiim.

Stadnik et al. (2005) avaliando diferentes substratos sobre
a germinacdo de uredosporos de Puccinia graminis Pers. recupera os
maiores valores de germinacdo em solugdo de dextrose a 2% e
quitosana a 100 mg L™

Reis e Richter (2007) descrevem o efeito de nove
diferentes substratos sobre a germinacdo e comprimento do tubo
germinativo de uredosporos de Puccinia triticina Erikss., incluindo

agar-agua, batata-sacarose-agar (25% e 100%) e extrato de folha de
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trigo, e concluem que os substratos a base de extrato e infusdo de
folhas sdo superiores ao substrato padrido dgar-agua, o que nao foi
constatado para os substratos a base de folhas, nas concentracdes
testadas, no presente trabalho.

Kochman e Brown (2008) observaram maiores indices de
germinagdo de uredosporos de Puccinia graminis avenae Erikss. &
Henn. e Puccinia coronata avenae Fraser & Led., in vitro, em
substrato agar-dgua quando foi comparada a germinacdo sobre folhas
de aveia.

Rossi et al. (2008), testando substratos sobre a germinacao
de conidios de Asperisporium caricae (Speg.) Maubl., incluindo agar-
agua e coc¢do de folhas de mamoeiro, ndo observaram diferengas
entre estes.

O substrato agar-agua tem sido freqlientemente utilizado
para avaliagdo da viabilidade de uredosporos in vitro (KOCHMAN,
1979; ELISSON et al.,, 1990; TAPSOBA & WILSON, 1997;
TESSMAN & DIANESE, 2002; GODOY & FLAUSINO, 2004;
FURTADO et al., 2005; SILVA & SOUZA, 2005; BONDE et al,
2007; GARCIA et al.,, 2007, ZAMBENEDETTI et al., 2007a;
SOARES et al., 2008).

Russel (2004), descrevendo metodologia para testes de
sensibilidade de fungos a fungicidas, in vitro, sugere a possibilidade
de meios artificiais para a avaliagdo da viabilidade de esporos. Estes
podem variar desde meios ricos em nutrientes como o meio de BDA
ou o de extrato de malte, at¢ meios deficientes como o agar-agua.
Contudo, enfatiza que valores de sensibilidade podem variar em

funcdo do substrato utilizado. Também ressalta a possibilidade de
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resultados diferentes, em termos de sensibilidade a fungicidas, em
funcdo do uso de variedades e estadios fenologicos diferentes, por
ocasido de testes de sensibilidade in vivo.

Levando em consideracdo as informag¢des de Russel
(2004) e com base nos resultados obtidos, para os substratos aqui
testados sobre a germinacdo dos uredosporos de P. pachyrhizi, se pode
inferir que o substrato dgar-dgua apresenta-se como a melhor opg¢édo
para os testes in vifro. A limitag@o para os extratos de folhas (soja ou
kudzu), apesar de ndo diferirem do tratamento dgar-agua, estaria na
padronizacdo de uma variedade, por exemplo, ou até mesmo no
estadio fenologico da planta. Além disso, dever-se-ia considerar a
necessidade de manuten¢do do hospedeiro vivo (custo-beneficio). Para
avaliacdo do comprimento do tubo germinativo, os resultados para o
substrato agar-agua sdo semelhantes aos observados para a
germinagdo dos uredosporos, destacando-se, ainda, o meio de BDA
25%, em uma das repeti¢des do experimento, o que, em funcdo da
utilizagdo daquele substrato para quantificagdo de uma varidvel
(germinacdo), ndo o limitaria para uso concomitante na avaliagdo de

outra variavel (comprimento do tubo germinativo).

3.2 Efeito da temperatura

A germinag¢do maxima dos uredosporos de P. pachyrhizi,
estimada pelos modelos, foi obtida nas temperaturas de 21,8 °C e 22,3
°C, para o primeiro e segundo experimento, respectivamente (Figura
1). Para a temperatura de 10 °C foram observadas redugdes na

germinag@o na ordem de 75,7 e 79,2%; para 15 °C redugdes 25,3 e
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24,8%:; para 20 °C redugdes de 1,9 e 2,7%; para 25 °C redugdes de 5,3
e 3,9%; para 30 °C reducdes de 35,8 € 31,2% e para 35 °C redugdes de
93,2 e 84,7%, respectivamente, no primeiro e segundo experimento.

O comprimento maximo mensurado para os tubos
germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi foi obtido nas
temperaturas de 21,4 e 22,1 °C, para o primeiro e segundo
experimento, respectivamente (Figura 2). Para a temperatura de 10 °C
foram observadas redu¢des no comprimento do tubo germinativo na
ordem de 54,8 e 73,1%; para 15 °C redugdes 17,4 € 25,2%; para 20 °C
redugdes de 0,9 e 2,2%; para 25 °C reducdes de 5,3 e 4,2%; para 30
°C redugdes de 30,6 e 31,1% e para 35 °C redugdes de 76,8 e 83,1%,
respectivamente, no primeiro e segundo experimento.

Nos dois experimentos conduzidos (Figuras 1 e 2) a
analise de regressdo polinomial revelou efeito significativo sobre a
germinagdo e o comprimento do tubo germinativo dos uredosporos de
P. pachyrhizi.

Marchetti et al. (1976), relatam uma faixa de temperatura,
para germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhizi, entre 15 e 25 °C.
Godoy e Flausino (2004) relatam uma faixa de temperatura entre 18 e
26° C. Alves et al. (2006) através de uma func¢do que estabelece
relacdo entre germinagdo e temperatura, identificam uma faixa, para
germinacdo de P. pachyrhizi, entre 15 e 25 °C. Bonde et al. (2007),
para a maxima germinagdo dos uredosporos, avaliando diferentes
isolados, observou uma faixa de temperatura entre 21,8 ¢ 23,4 °C e

para comprimento dos tubos germinativos uma faixa dtima entre 21 e

24,4 °C.
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Os resultados aqui apresentados, com relagdo as
temperaturas Otimas para germinagdo e comprimento do tubo
germinativo dos uredosporos de P. pachyrhizi, confirmam dados
descritos na literatura.

A temperatura ideal para a germinagdo dos uredosporos de
P. pachyrhizi, para os dados observados, encontra-se na faixa de 20 a
25 °C e o ponto de maxima estimado foi de 21,8 °C para o primeiro
experimento e 22,3 °C para o segundo experimento conduzido.

A temperatura ideal para o crescimento dos tubos
germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi, para os dados
observados, encontra-se na faixa de 20 a 25 °C e o ponto de maximo
estimado foi de 21,4 °C para o primeiro experimento e 22,1 °C para o

segundo experimento conduzido.
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Figura 1. Relagdo entre a temperatura e a germina¢do de uredosporos
de Phakopsora pachyrhizi (6 h exposi¢do; escuro; agar-
agua)
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3.3 Efeito do tempo de exposicio

As curvas geradas para avaliar a relacdo entre a
germinagdo dos uredosporos e os tempos de exposi¢do de quatro até
40 horas (primeiro ensaio) ndo foram significativas. Avaliando-se os
tempos de exposi¢do, no segundo ensaio (uma a oito horas),
identificou-se o tempo de 6,4 horas, em ambos os experimentos, para
obtencdo da germinacdo maxima dos uredosporos (Figura 3). A partir
de 2,5 e 2,3 horas, respectivamente nos dois experimentos, 50% dos
uredosporos ja se encontravam germinados. Com uma hora 0,4 ¢ 12%
e com 4 horas, 52 e 63,5%, ja haviam germinado, respectivamente nas
duas vezes em que o experimento foi conduzido.

Na avaliacdo do comprimento dos tubos germinativos,
com tempo de até 40 horas, o crescimento méaximo, para os dois
experimentos, foi observado com 37,7 horas de exposicao (Figura 4),
sendo estes estimados na ordem de 653 um e 637 pum,
respectivamente. Quando se avaliou o tempo de oito horas de
exposi¢do, o crescimento dos tubos germinativos foi linear, sendo que
para cada hora de exposicdo quantificou-se um aumento de 44,3 e
45,2 pm (Figura 5) e um crescimento méaximo, referente a oito horas,
de 354 ¢ 361,4 um, respectivamente, para os dois experimentos.

No ensaio conduzido com os tempos de exposi¢do de uma
a oito h (Figuras 3 e 5), a andlise de regressdo polinomial revelou
efeito significativo sobre a germinacdo dos uredosporos de P.
pachyrhizi e a regressdo linear revelou sobre o comprimento do tubo
germinativo. No ensaio conduzido com os tempos de exposi¢do de

quatro a 40 h (Figura 4) a andlise de regressdo polinomial revelou
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efeito significativo sobre o comprimento do tubo germinativo dos

uredosporos de P. pachyrhizi.
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Marchetti et al. (1976) quantificando o efeito da
temperatura ¢ molhamento foliar sobre a germinagdo de uredosporos
de P. pachyrhizi, in vitro, avaliam periodos de quatro a 22 horas de
incubagdo (exposicdo), sendo que ndo sdo observadas varia¢des na
resposta & temperatura Otima para germinagdo, mas demonstram,
através de um grafico, que no periodo de incubagdo de quatro horas o
maximo de germinagdo recuperada ficou proximo a 25% enquanto
que no tempo de incubacdo de 22 horas a germinagdo atinge,
aproximadamente, 40%, demonstrando que a quatro horas de
incubagdo 62,5% dos uredosporos ja haviam germinado. Os resultados
obtidos nos experimentos, aqui desenvolvidos, confirmam os obtidos
pelo referido autor.

Bonde et al. (1976) relatam inicio de germinag¢do dos
uredosporos de P. pachyrhizi, entre uma e duas horas apos inoculagdo
de plantas (incubag@o em camara umida, 20 °C, escuro).

Alves et al. (2004), avaliando o efeito da temperatura e da
duragdo do periodo de molhamento sobre a germinagdo de
uredosporos de P. pachyrhizi, in vitro, testando os periodos de
incubag¢do de uma, duas, quatro, oito e doze horas, identificaram o
periodo minimo de uma hora para inicio da germinacio e estabilizacio
do processo a partir de oito horas, confirmando, parcialmente no que
se refere ao tempo de exposi¢do, os resultados obtidos neste
experimento.

Bonde et al. (2007), avaliando o efeito da temperatura
sobre a germinacdo e comprimento do tubo germinativo de

uredosporos de P. pachyrhizi, in vitro, testam dois tempos de
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incubagdo (trés e seis horas) e ndo observam diferencas entre os
tempos de exposi¢do com relagdo as temperaturas identificadas.
Zambenedetti Magnani et al. (2007) avaliando germinacdo
de uredosporos P. pachyrhizi, sobre foliolos de diferentes cultivares
de soja, destacados, relatam que a partir de quatro horas de incubagdo,

em todos os cultivares, os uredosporos ja haviam germinado.

3.4 Efeito do fotoperiodo

Com relacdo ao efeito do fotoperiodo sobre a germinacdo
dos uredosporos de P. pachyrhizi ficou demonstrado que na auséncia
de luz houve a maior percentagem de germinag¢do (Figuras 6 e 8). Sob
luz continua observaram-se os menores valores de germinagdo, com
redugdes na ordem de 91,5 e 97,9%, no ensaio conduzido para avaliar
quatro regimes de luz (Figura 6). Em outro ensaio, avaliando-se 12
regimes de luz (Figura 8), no experimento 1, os regimes de luz
continua e 1 h de escuro seguida de 5 h de luz apresentaram os
menores ¢ mesmos valores de germinag¢do, com reducdo na ordem de
83,9%. No experimento 2, a maior redug¢do de germinagdo ficou no
regime de 1 h de escuro seguida de 5 h de luz, com valor referente a
71,8%.

Com relacdo ao efeito do fotoperiodo sobre o
comprimento dos tubos germinativos dos uredosporos de P.
pachyrhizi, para o ensaio que avaliou quatro diferentes regimes de luz
(Figura 7), ficou demonstrado que na auséncia de luz ocorreram os
maiores crescimentos. Avaliando-se 12 regimes de luz (Figura 9), o

tratamento auséncia de luz ndo diferiu das combinacdes 4 h de escuro
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seguidas de 2 h de luz; 5 h de escuro seguidas de 1 hde luze 1 h de
luz seguida de 5 h de escuro, proporcionando, desta forma, os maiores
crescimentos dos tubos germinativos.

As maiores inibi¢des no crescimento dos tubos
germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi ficaram nos regimes de
1 h de escuro seguida de 5 h de luz (inibi¢do na ordem de 71,1%, no
experimento 1) e para o regime de luz continua (na ordem de 53,4%,
no experimento 2) (Figuras 7 e 9).

Bonde et al. (1976) observando a germina¢do e formagao
de apressorios em uredosporos de P. pachyrhizi, sobre foliolos de soja
inoculados, conduziram experimentos com diferentes tempos de
incubagdo (cinco a 16 horas), todos na auséncia de luz.

Piza et al. (1988) avaliando o efeito da luz sobre a
germinagdo de uredosporos de Puccinia psidii Winter, onde cinco
tratamentos foram testados (luz continua, escuro continuo, 8, 16 ¢ 20 h
de fotoperiodo), observaram maior germinag¢@o em escuro continuo e
menor germinagdo em luz continua.

Naruzawa et al. (2006) avaliando o efeito da luz (claro e
escuro) e da temperatura (5, 10. 15, 20 25, 30 35 ¢ 40 °C), sobre a
germinagdo de uredosporos de Phakopsora euvitis Ono, observaram
que a condicdo auséncia de luz proporcionou as maiores germinagoes,
até a temperatura de 25 °C, e que o regime claro ou escuro foi
indiferente para as temperaturas superiores.

Costa et al. (2007) avaliando o efeito da luz (claro e
escuro) e da temperatura (10. 15, 20 e 25 °C), sobre a germinagao de

uredosporos de Puccinia substriata Ell. & Barth. var. penicillariae
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(Speg.), relatam a maxima germinacdo a 17,5 °C na condicdo de
auséncia de luz.

Furtado (2007) relata que, em experimentos conduzidos in
vitro, na auséncia de luz, houve maior germinagdo e maior formagao
de apressorios em uredosporos de P. pachyrhizi.

Zambenedetti et al. (2007) avaliando o efeito de diferentes
métodos de armazenamento na viabilidade de uredosporos de P.
pachyrhizi, quantificam a germinacdo apds periodo de incubacdo de
quatro horas, a 25 °C e na auséncia de luz.

Soares et al. (2008) avaliando o efeito de glifosato sobre a
germinagdo de uredosporos de P. pachyrhizi, in vitro, realizam a

incubagio por cinco horas, a 24 °C e na auséncia de luz.
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de
12

de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi (adgar-agua; 22 °C;

E=escuro; L=luz; 12 regimes)
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4 CONCLUSOES

A germinacdo e o comprimento do tubo germinativo dos
uredosporos de P. pachyrhizi sdo reduzidos quando, em testes in vitro,

se utiliza o substrato batata-dextrose-agar (BDA) a 100%.

A germinagdo e crescimento dos tubos germinativos
maximo dos uredosporos de P. pachyrhizi, para os dados observados,

encontram-se dentro da faixa de 20 a 25 °C

As temperaturas extremas testadas (minima e maxima)
ndo foram suficientes para inibir completamente a germinac¢do e/ou o

crescimento dos tubos germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.

A temperatura maxima testada, percentualmente, reduziu
mais a geminagcdo ¢ o comprimento dos tubos germinativos dos

uredosporos de P. pachyrhizi, que a temperatura minima testada.

Uma hora de exposic¢do, nas condi¢des em que 0s ensaios
foram conduzidos, ja possibilitou a germinag¢do e o crescimento dos

tubos germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.

Com 6,4 h de tempo de exposi¢do, nas condi¢cdes em que
os ensaios foram conduzidos, se obteve a germinagcdo mdxima dos

uredosporos de P. pachyrhizi.
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Até oito horas de exposi¢do, o incremento em germinagao
dos uredosporos de P. pachyrhizi segue uma fungdo quadratica e o
incremento no comprimento dos tubos germinativos segue uma fungdo

linear.

Na auséncia de luz sdo observadas a germinagcdo maxima e
o comprimento do tubo germinativo méximo dos uredosporos de P.

pachyrhizi.

A exposi¢do a luz continua ndo inibe, totalmente, a
geminagdo € nem o crescimento dos tubos germinativos dos

uredosporos de P. pachyrhizi.

Nas condi¢des em que os ensaios foram conduzidos, tanto
a presenca da luz como sua auséncia, no primeiro momento de
exposi¢do, apresentaram tendéncias semelhantes com relagdo as
reducdes ou incrementos em germinagdo e crescimento dos tubos

germinativos dos uredosporos de P. pachyrhizi.



61

CAPITULO 11

SENSIBILIDADE DE Phakopsora pachyrhizi A FUNGICIDAS IN
VITRO

MARTA MARIA CASA BLUM ! E ERLEI MELO REIS?

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo determinar a
sensibilidade de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas, in vitro, sobre a
germinacdo € sobre o comprimento do tubo germinativo dos
uredosporos. Os fungicidas foram incorporados em meio agar-dgua,
em diferentes concentragdes. As Clsos foram determinadas para quatro
fungicidas do grupo das estrobilurinas e para sete fungicidas do grupo
dos inibidores da desmetilag@o. Para a varidvel inibi¢do da germinagao
dos uredosporos de P. pachyrhizi, de um isolado sensivel, a Clsy para
azoxistrobina, respectivamente, na primeira e segunda repeticdo do
experimento, foi de 0,11 € 0,03 mg L'l, para picoxistrobina 0,06 e 0,02
mg L', para piraclostrobina 0,01 e 0,14 mg L™, para trifloxistrobina
0,01 e 0,02 mg L'l, para ciproconazol 2,91 e 3,10 mg L, para
epoxiconazol 0,42 e 0,47 mg L'l, para flutriafol 5,57 e 5,65 mg L,
para metconazol 0,09 ¢ 0,79 mg L para miclobutanil 3,16 e 2,98
mg L', para tebuconazol 0,008 e 0,005 mgL"' e para tetraconazol

7,54 e 7,33 mg L. Para a variavel inibi¢do do comprimento do tubo

'Engenheira Agronoma, Doutoranda do Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragio em Fitopatologia -
martablum@gmail.com

*Orientador, Eng. Agr., Dr., professor da FAMV/PPGAgro/UPF - erleireis@tpo.com.br
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germinativo de P. pachyrhizi, a Cls, para azoxistrobina foi de 0,01 e
0,03 mgL"', para picoxistrobina 0,009 e 0,001 mgL"', para
piraclostrobina 0,004 ¢ 0,006 mg L'l, para trifloxistrobina 0,002 e 0,02
mg L', para ciproconazol 16,83 ¢ 36,08 mg L™, para epoxiconazol
ndo houve ajuste, para flutriafol 12,14 e 11,82 mgL’, para
metconazol 3,68 e 3,04 mg L', para miclobutanil 12,17 mg L', para
tebuconazol 0,04 e 0,06 mg L™ e para tetraconazol 17,33 mg L™

Palavras chave: fungitoxicidade, estrobilurinas, triazdis, ferrugem

asiatica da soja.

SENSITIVITY OF Phakopsora pachyrhizi TO FUNGICIDES IN
VITRO

ABSTRACT - This work aimed to determine the sensitivity of
Phakopsora pachyrhizi to fungicides, in vitro, on the germination and
on the uredospores germinative tube length. The fungicides were
solubilized in agar-water, in different concentrations. The ICsys were
determined to four fungicides from the strobirulins group and seven
fungicides from the demethilation inhibitors group. To the
uredospores germination inhibition of P. pachyrhizi, of an sensitive
isolated, the ICsg to azoxystrobin, respectively, on the first and second
experiment repetition, was of 0.11 and 0.03 mgL™, to picoxystrobin
0.06 and 0.02 mgL™”, to pyraclostrobin 0.01 and 0.14 mgL™”, to
trifloxystrobin 0.01 and 0.02 mgL™, to cyproconazol 2.91 and 3.10
mgL™ to epoxiconazole 0.42 and 0.47 mgL”, to flutriafol 5.57 and
5.65 mgL™, to metconazol 0.09 and 0.79 mgL™, to myclobutanil 3.16
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and 2.98 mgL’, to tebuconazol 0.008 and 0.005 mgL"' and to
tetraconazol 7.54 and 7.33 mgL’. To the germinative tube length
inhibition variable of P. pachyrhizi, the ICsy to azoxystrobin was of
0.01 and 0.03 mgL", to picoxystrobin 0.009 and 0.001 mgL™, to
pyraclostrobin 0.004 and 0.006 mgL™, to trifloxystrobin 0.002 and
0.02 mgL™, to cyproconazol 16.83 and 36.08 mgL™, to epoxiconazol
there was no adjust, to flutriafol 12.14 and 11.82 mgL"', to metconazol
3.68 and 3.04 mgL", to myclobutanil 12.17 mgL", to tebuconazol
0.04 and 0.06 mgL™" and to tetraconazol 17.33 mgL™".

Key-words: fungitoxicity, strobilurins, triazoles, asian soybean rust.



64

1 INTRODUCAO

A utiliza¢do de fungicidas para o controle da ferrugem
asiatica da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi Syd. & Syd.,
embora ndo se constitua na tinica medida de controle para esta doenga,
tem sido a pratica mais eficiente, at¢ o momento, no manejo de
epidemias, auxiliando, portanto, na manutencdo das produtividades na
cultura da soja, reduzindo perdas e promovendo a sustentabilidade da
atividade agricola.

A aplicacdo de fungicidas em pulverizagdo da parte aérea
da cultura da soja, tendo como alvo a ferrugem asiatica, tem sido a
preconizada (REUNIAO, 2008; TECNOLOGIAS, 2008). Estio
registradas, até esta data, 54 formula¢des comerciais de fungicidas, no
Brasil (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2009).

Os ingredientes ativos dos fungicidas registrados para o
controle da ferrugem asiatica da soja pertencem, na sua maioria, a dois
grupos quimicos, organicos: estrobilurinas e triazois.

Quanto ao mecanismo geral de a¢do, ou modo de agdo ou,
ainda, modo bioquimico de a¢do, do fungicida sobre as células dos
fungos, os fungicidas estrobilurinas ou IQe (inibidores da quinona
externa) se caracterizam por interferir no processo de respiragdo
mitocondrial (bloqueando a transferéncia de elétrons entre os
citocromos b e cl, impedindo liberacdo de energia e a formagdo de
ATP) e os fungicidas triazdis ou inibidores da desmetilagdo (IDMs) se

caracterizam por interferir na biossintese do esterol na membrana
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celular (atuando na desmetilagdo do lanosterol, na posi¢do do C-14, na
rota de biossintese do ergosterol) (FORCELINI et. al, 2001; 1994;
REIS et al., 2007a; FRAC, 2009).

Os ingredientes ativos dos fungicidas (isolados e/ou em
mistura) do grupo das estrobilurinas, registrados, até esta data, para o
controle da ferrugem asidtica da soja, no Brasil, sdo: azoxistrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina. Os fungicidas do
grupo dos triazdis, registrados, até esta data, sdo: ciproconazol,
difenoconazol, epoxiconazol, fluquinconazol, flutriafol, metconazol,
miclobutanil, propiconazol, protioconazol, tebuconazol e tetraconazol
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2009).

A fungitoxicidade ¢ uma propriedade inerente a uma
substancia quimica e se caracteriza pela toxicidade aos fungos em
baixas concentragdes (REIS et al., 2007). A toxicidade € a capacidade
que uma substancia quimica apresenta de produzir um efeito nocivo
sobre um sistema biologico, em determinada condi¢do de exposi¢do
(OGA et al., 2008).

Uma substancia quimica em fun¢do de suas caracteristicas,
inerentes a molécula quimica, apresenta fungitoxicidade. Um fungo,
por sua vez, em funcdo de suas caracteristicas genéticas apresenta, ou
ndo, sensibilidade a uma dada molécula. Se um fungo for sensivel a
um fungicida, este apresenta fungitoxicidade; em caso contrario, ¢
atoxico. Se o fungicida ndo apresenta fungitoxicidade, o fungo é,
entdo, considerado insensivel (REIS et al., 2007).

Ensaios in vitro, para determinagdo da fungitoxicidade de

uma substancia, podem ser direcionados para patéogenos biotroficos,
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contudo, na maioria das vezes, limitam-se a avaliacdo da germinagao
dos esporos, a mensuracdo do tubo germinativo ou a morfologia do
tubo germinativo (GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004;
BUZZERIO, 2007).

Parametros como a DEs, (dose efetiva ou eficaz que
promove um efeito desejado em 50% dos microrganismos submetidos
ao teste), DLsy (dose letal), CLsy (concentragdo letal), Clsg
(concentragdo inibitoria), CEsy (concentragdo efetiva), ICsy (inibigdo
do crescimento) ou CMI (concentragdo minima inibitéria) definem a
fungitoxicidade de uma substancia quimica (SHARVELLE 1961;
TORGESON, 1967; EDGINGTON et. al., 1971; LOOMIS, 1995;
RUSSEL, 2004; SILVA, 2006; OGA et al., 2008).

Valores de Clsos, para diferentes fungicidas e especificos a
P. pachyrhizi, obtidos em testes in vitro, sdo escassos na literatura,
contudo muito uteis na condugdo de trabalhos de pesquisa e
monitoramento de sensibilidade, principalmente em regides onde a
demanda pelo uso de fungicidas na cultura é intensa. Portanto,
objetivou-se com este trabalho a determinacdo da fungitoxicidade de

alguns fungicidas a P. pachyrhizi, in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio para quantificacdo da sensibilidade de P.
pachyrhizi a fungicidas, in vitro, foi conduzido no laboratorio de
Fitopatologia (Micologia) da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAMYV) da Universidade de Passo Fundo - UPF (Passo
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Fundo/RS), no ano de 2007. Para cada fungicida testado, o ensaio foi
conduzido duas vezes (Experimentos 1 e 2).

O indculo da ferrugem da soja utilizado nos experimentos
foi proveniente de uma amostra da populacdo de uredosporos, obtida
de plantas naturalmente infectadas, na safra de 2004/05, no campo
experimental da FAMV-UPF. Este foi mantido e multiplicado em
vasos contendo plantas de soja (sobre o cultivar BRS 154 nos anos de
2005 e 2006 e, apds, sobre o cultivar CD 219 RR, em fungdo da sua
menor suscetibilidade ao oidio - Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U.
Braun & S. Takamatsu), num ambiente parcialmente controlado (22 +
2 °C e 14 horas de fotoperiodo) e sem exposi¢do a nenhum tipo de
fungicida, desde marco de 2005. Esta amostra da populacdo de
uredosporos, que deu origem ao indculo utilizado nos experimentos,
sera aqui designada como “isolado sensivel”.

Os uredosporos de P. pachyrhizi, utilizados nos
experimentos, foram removidos das folhas de soja por agitagdo,
manual, dentro de um recipiente fechado (erlenmeyer), contendo agua
destilada com duas gotas L' do surfactante Tween 20 (marca
registrada).

Para a determinagdo da fungitoxicidade a P. pachyrhizi, os
ingredientes ativos testados foram azoxistrobina, picoxistrobina,
piraclostrobina, trifloxistrobina, ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol,
metconazol, miclobutanil, tebuconazol e tetraconazol, utilizando-se as
seguintes formulacdes comerciais (fungicidas isolados): Priori 250 SC
(azoxistrobina), Aproach 250 SC (picoxistrobina), Comet 250 CE
(piraclostrobina), Twist 125 CE (trifloxistrobina), Alto 100 CE
(ciproconazol), Opus 125 SC (epoxiconazol), Impact 125 SC
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(flutriafol), Caramba 90 CE (metconazol), Systhane 250 CE
(miclobutanil), Folicur 200 CE (tebuconazol) e Domark 100 CE
(tetraconazol).

Os fungicidas foram diluidos em 4gua destilada e
esterilizada e adicionados ao substrato 4gar-dgua (fundente) apos a
esterilizacdo, com temperatura em torno de 45 °C, obtendo-se, desta
forma, distintas concentragdes finais. Em seguida, o meio de cultura,
contendo as diferentes concentracdes fungicidas, foi vertido nas placas
de Petri (10 mL por placa) e, apds a solidificagdo, mantido em
refrigeragdo (4 °C) por 24 h, até a condugdo dos trabalhos de
incubagdo. Utilizaram-se placas de Petri de tamanho 60 x 15 mm
(esterilizadas e descartaveis).

As concentragdes finais testadas variaram para os
diferentes principios ativos, conforme: azoxistrobina (0; 0,005; 0,05;
0,5 ¢ 5 mg L']), picoxistrobina (0; 0,001; 0,05; 0,1 e 5 mg L'l),
piraclostrobina (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 5 mg L'l), trifloxistrobina (0;
0,001; 0,01; 0,1 e 1 mg L'l), ciproconazol (0; 0,5; 2,5; 5; 10 e 20
mg L']), epoxiconazol (0; 0,005; 0,05; 0,5; 2,5 ¢ 5 mg L'l), flutriafol
(0; 0,05; 0,5; 5 e 25 mg L']), metconazol (0; 0,005; 0,05; 0,5;2,5¢ 5
mg L'l), miclobutanil (0; 0,5; 1; 2; 4 ¢ 8§ mg L']), tebuconazol (0;
0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05 e 0,5 mg L'l) e tetraconazol (0; 2; 4; 5;
10; 20 ¢ 40 mgL™), na primeira vez em que foi realizado o
experimento.

Quando o ensaio foi repetido (Experimento 2), algumas
concentragdes foram ajustadas, conforme: azoxistrobina (0; 0,005;
0,05; 0,5; 5 e 50 mg L'l), picoxistrobina (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1 ¢ 10
mg L'l), piraclostrobina (0; 0,005; 0,05; 0,5; 5 e 25 mg L'l),
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trifloxistrobina (0; 0,005; 0,05; 0,5; 5 ¢ 50 mg L'l), ciproconazol (0;
0,5; 5; 10 e 50 mg L']), epoxiconazol (0; 0,005; 0,05; 0,5; 5 e 50
mg L), flutriafol (0; 0,05; 0,5; 5; 25 ¢ 50 mg L"), metconazol (0;
0,005; 0,05; 0,5; 5 ¢ 25 mg L'l), miclobutanil (0; 5; 10; 15 e 20 mg L~
1), tebuconazol (0; 0,005; 0,05; 0,5 ¢ 5 mg L'l) e tetraconazol (0; 2; 4;
5;10;20e40 mgL™).

A suspensido de uredosporos utilizada foi ajustada para 2 x
10° uredosporos mL™", sendo depositado um mL desta suspensio,
sobre o substrato contendo o fungicida, por placa de Petri.

A incubagdo foi conduzida em camara incubadora tipo
DBO (Demanda Biologica de Oxigénio), com controle de temperatura
e fotoperiodo, obedecendo-se a temperatura de 22 °C, o tempo de
exposicdo de seis horas e na auséncia de luz. Decorrido o tempo
previsto para incubagdo, a germinagdo e o crescimento dos tubos
germinativos foram interrompidos adicionando-se 0,3 mL de uma
solugdo de acetona (100%) com algumas gotas de corante azul de
algodao, em cada placa de Petri. Apds as placas foram mantidas em
refrigerador (4 °C), para posterior avaliagao.

Foram quantificadas a germinagdo e¢ o comprimento do
tubo germinativo dos uredosporos de P. pachyrhizi. A unidade
experimental foi constituida de uma placa de Petri. Foram utilizadas
quatro repeticdes para cada tratamento. Para a varidvel germinagdo,
foram observados 100 uredosporos ¢ para o comprimento do tubo
germinativo foram mensurados 50 uredosporos, por repeticdo. O
uredosporo foi considerado germinado quando apresentou tubo
germinativo de comprimento maior ou igual ao menor didmetro do

esporo. A quantificagdo da germinagdo e a mensuragdo do
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comprimento dos tubos germinativos foram realizadas com o auxilio
de microscopio 6tico (Olympus CX41) (com reticulo micrométrico
adaptado a ocular), através de varredura da placa de Petri.

A fungitoxicidade para os diferentes fungicidas,
representada pela Clsy, foi estimada para as varidveis germinagdo e
comprimento dos tubos germinativos dos uredosporos de P.
pachyrhizi. Os dados foram expressos em percentagem de inibi¢do da
germinagdo e do comprimento do tubo germinativo, em relagdo a
testemunha sem a presen¢a do fungicida no meio de cultura. Os
valores de Clsy, para a germinag¢do e para o comprimento do tubo
germinativo, de cada ingrediente ativo, foram estimados por meio do
procedimento Probit utilizando-se o software estatistico SAS, versdo

8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fungitoxicidade dos diferentes fungicidas, para as duas
vezes em que o ensaio foi realizado, in vitro, sobre a germinagdo e o
comprimento do tubo germinativo de uredosporos de P. pachyrhizi
encontra-se representada nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, assim como, nas
Figuras 1 e 2, inclusas nos Apéndices A at¢ K , através da
percentagem de inibi¢cdo da germinagdo e da percentagem de inibi¢do
do comprimento do tubo germinativo.

As concentragdes inibitdrias (Clsgs) para reduzir em 50% a
germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhizi para os fungicidas

estrobilurinas ficaram distribuidas num intervalo entre 0,01 ¢ 0,16
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mg L' para azoxistrobina; 0,01 e 0,07 mg L™ para picoxistrobina;

0,004 ¢ 0,3 mg L™ para piraclostrobina e entre 0,007 ¢ 0,03 mg L

para trifloxistrobina (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdo inibitoria (mg L) de fungicidas estrobilurinas
para reduzir em 50% a germinacdo dos uredosporos de
Phakopsora pachyrhizi, in vitro (4dgar-dgua; 22 °C; tempo de
exposicao de 6 h; auséncia de luz)

Fungicida Cls, Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)

Azoxistrobina ~ Experimento 1 0,11%* 0,07 -0,16 0,27
Experimento 2 0,03 0,01 -0,05 0,23

Picoxistrobina  Experimento 1 0,06 0,04 - 0,07 0,73
Experimento 2 0,02 0,01 -0,04 0,25

Piraclostrobina  Experimento 1 0,01 0,004 - 0,02 0,45
Experimento 2 0,14 0,04 - 0,30 0,14

Trifloxistrobina Experimento 1 0,01 0,007 - 0,02 0,25
Experimento 2 0,02 0,01 -0,03 0,25

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Para reduzir em 50% o comprimento do tubo germinativo,

as concentragdes inibitdrias ficaram na faixa entre 0,004 ¢ 0,05 mg L!

azoxistrobina; 0,0005 e 0,019 mg L' para picoxistrobina; 0,001 e 0,02

mg L' para piraclostrobina e entre 0,0005 e¢ 0,042 mgL"' para

trifloxistrobina (Tabela 2).

Pode-se observar que, para os fungicidas estrobilurinas, a

exce¢do de um valor estimado para azoxistrobina (Experimento 2)

(Tabela 2), os outros valores estimados de Clsy foram mais baixos

quando da avaliagdo do comprimento do tubo germinativo em relagao
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a percentagem de germinacdo dos uredosporos sugerindo-se, desta

forma, uma maior sensibilidade no teste para aquela variavel.

Tabela 2. Concentragdo inibitoria (mg L) de fungicidas estrobilurinas
para inibir em 50% o crescimento do tubo germinativo dos
uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in vitro (dgar-agua; 22
°C; tempo de exposi¢do de 6 h; auséncia de luz)

Fungicida Cls Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)

Azoxistrobina ~ Experimento 1 0,01%* 0,004 - 0,02 0,13
Experimento 2 0,03 0,01 -0,05 0,11

Picoxistrobina ~ Experimento 1 0,009 0,004 - 0,019 0,15
Experimento 2 0,001 0,0005 - 0,002 0,13

Piraclostrobina  Experimento 1 0,004 0,002 - 0,006 0,22
Experimento 2 0,006 0,001 - 0,020 0,13

Trifloxistrobina Experimento 1 0,002 0,0005 - 0,004 0,18
Experimento 2 0,02 0,009 - 0,042 0,20

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Buzzerio (2007), utilizando a mesma metodologia, in
vitro, em monitoramento da sensibilidade de P. pachyrhizi a
azoxistrobina, descreve valores de concentracdes letais para
germinacdo de uredosporos (entretanto, para 90% de reducdo da
populagdo em teste - CLgy), na safra de cultivo da soja no Brasil
2005/06, numa faixa entre 0,0103 a 0,4945 mg L' e na safra de
2006/07 valores numa faixa entre 0,0861 e 0,5065 mg L

As concentracdes inibitorias para reduzir em 50% a
germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhizi para os fungicidas
triazois ficaram distribuidas num intervalo entre 1,64 ¢ 4,48 mg L!

para ciproconazol; 0,12 ¢ 0,92 mg L! para epoxiconazol; 3,64 ¢ 7,53



73

mg L' para flutriafol; 0,03 e 1,15 mgL" para metconazol; 1,65 e

4,02 mg L' para miclobutanil; 0,002 e 0,01 mg L™ para tebuconazol e

entre 2,65 e 17,63 mg L™ para tetraconazol (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo inibitoria (mg L") de fungicidas triazéis para
reduzir em 50%
Phakopsora pachyrhizi, in vitro (agar-agua; 22 °C; tempo de
exposicao de 6 h; auséncia de luz)

a germinacdo dos uredosporos de

Fungicida Cls Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)

Ciproconazol  Experimento 1 2,91%* 1,64 - 4,20 0,23
Experimento 2 3,10 1,71 - 4,48 0,29

Epoxiconazol  Experimento 1 0,42 0,12-0,74 0,26
Experimento 2 0,47 0,16 -0,92 0,24

Flutriafol Experimento 1 5,57 4,04 -7,12 0,57
Experimento 2 5,65 3,64 -7,53 0,49

Metconazol Experimento 1 0,09 0,03-0,16 0,24
Experimento 2 0,79 0,48 -1,15 0,18

Miclobutanil ~ Experimento 1 3,16 2,39-3,79 0,37
Experimento 2 2,98 1,65 -4,02 0,50

Tebuconazol Experimento 1 0,008 0,006 - 0,010 0,48
Experimento 2 0,005 0,002 - 0,009 0,28

Tetraconazol Experimento 1 7,54 5,91-9,11 0,38
Experimento 2 7,33 2,65-17,63 0,13

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Para reduzir em 50% o comprimento do tubo germinativo,

as concentragdes inibitorias ficaram na faixa entre 13,64 e¢ 387,04

mg L! para ciproconazol; 7,31 e 35,47 mg L! para flutriafol; 1,14 e

75,10 mg L! para metconazol; 2,39 e 3,79 mg L! para miclobutanil;
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0,03 ¢ 0,10 mg L™ para tebuconazol e entre 12,31 ¢ 28,67 mg L' para

tetraconazol (Tabela 4).

Com relagdo a varidvel crescimento do tubo germinativo,

ndo se obteve ajuste estatistico, para os valores observados, nas duas

vezes em que se realizou o ensaio com o fungicida epoxiconazol e, na

segunda vez em que o ensaio foi conduzido com os fungicidas

miclobutanil e tetraconazol.

Tabela 4. Concentragdo inibitoria (mg L") de fungicidas triazéis para
inibir em 50% o crescimento do tubo germinativo dos
uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in vitro (dgar-agua; 22
°C; tempo de exposicdo de 6 h; auséncia de luz)

Fungicida Cls Intervalo de Erro
(mg L™ confianga (95%)

Ciproconazol  Experimento 1 16,83%* 13,64 - 22,39 0,47
Experimento 2 36,08 17,15 - 387,04 0,27

Flutriafol Experimento 1 12,14 7,91 - 35,47 0,56
Experimento 2 11,82 7,31 -29,72 0,39

Metconazol Experimento 1 3,68 2,16 -75,10 0,22
Experimento 2 3,04 1,14 -5,57 0,44

Miclobutanil Experimento 1 12,17 2,39 -3,79 0,46
Tebuconazol Experimento 1 0,04 0,03 -0,04 1,22
Experimento 2 0,06 0,04 -0,10 0,14

Tetraconazol Experimento 1 17,33 12,31 - 28,67 0,25

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Contrariamente aos resultados obtidos para os fungicidas do

grupo das estrobilurinas, os valores de Clsg, estimados para a variavel

crescimento do tubo germinativo, para os fungicidas triazois (Tabela
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4), foram superiores aqueles estimados para a variavel germinagao dos
uredosporos.

Junqueira (1982), em trabalhos sobre controle quimico da
ferrugem da soja, determinou valores de DEsgs, in vitro (germinagao
de uredosporos; agar-dgua + fungicida), para os fungicidas benomil
(78,7 mgL™), triadimefon (57,2 mgL™), triforine (31,5 mgL™),
oxicloreto de cobre 258,0 mg L), clorotalonil (10,5 mg L") e maneb
(8,7 mg L™"). As DEsos também foram determinadas in vivo.

Silva e Souza (2005), avaliando a sensibilidade in vito de P.
pachyrhizi, através da inibi¢do da germinagdo dos uredosporos, aos
fungicidas tiofanato metilico, metominostrobina, clorotalonil e uma
mistura de tiofanato metilico + flutriafol, relatam diferentes
percentagens de controle, contudo, ndo definem concentracdes
inibitdrias.

Testes para a avaliacdo da sensibilidade de patogenos a
fungicidas, in vitro, frequentemente se baseiam na mensuracdo do
crescimento miceliano de um fungo, que se desenvolve em um meio
especifico de cultura, contendo diferentes concentragdes de um
fungicida. Contudo estes testes, normalmente, ndo podem ser
utilizados para patdgenos obrigatdrios ou mesmo para patdogenos nao
obigatdrios, onde seu crescimento em meio de cultivo ¢ muito lento.
Logo, a avaliagdo da germinag@o de esporos tem sido uma alternativa
para estes testes, principalmente, de avaliagdo de sensibilidade ou
monitoramento de reducdo de sensibilidade.

Para alguns autores, esta metodologia de germinacdo de
esporos apresenta limitagdes, principalmente, no que diz respeito a sua

correlagdo com respostas obtidas com o crescimento da colonia do
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fungo em meio de cultura ou ainda, para aqueles onde ndo hé esta
possibilidade, sua correlacio com testes realizados in vivo. Outra
limitag¢do para esta metodologia estaria relacionada ao fungicida, mais
especificamente, se no momento da germinacdo do esporo, o alvo do
fungicida estaria ativo (PONTZEN & SCHEIPFLUG, 1989), como,
por exemplo, os inibidores da desmetilagdo.

Clarkson et al. (1997), quantificando o efeito do
propiconazol sobre a germinagdo de uredosporos Puccinia allii Rud.,
in vitro, num periodo de exposicdo ao fungicida de 24 h, relatam que
nas concentragdes de 0,1 e 0,075 mgL"' a germinacdo foi 100%
inibida.

Buck e Williams-Woodward (2003), avaliando a eficacia de
sete fungicidas in vitro, sobre Puccinia hemerocallidis Thiimen, entre
eles miclobutanil e propiconazol, ndo observaram redu¢do na
germinagdo dos uredosporos, para esses fungicidas nas concentracdes
testadas, e sugerem a possibilidade do uso de reservas do ergosterol
durante o processo de germinacdo, compromentendo desta forma a
resposta observada em testes in vitro. O tempo de exposicdo dos
uredosporos aos fungicidas, no teste, foi de 24 h.

Mueller et al. (2005) avaliando a fungitoxicidade de 12
diferentes fungicidas a uredosporos de seis espécies de ferrugens (P.
hemerocallidis, Puccinia iridis (DC.) Wallr., Puccinia menthae Pers.,
Puccinia oxalidis (Lev.) Dietel e Ellis, Puccinia pelargonii-zonalis
Doidge e Pucciniastrum vaccinii (G. Wint.) Jorst.), relatam elevada
reducdo na germinacdo dos uredosporos. Na maioria das situagdes,
mais de 80% de controle, quando os uredosporos das diferentes

espécies foram expostos, por 24 h, aos fungicidas miclobutanil,
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propiconazol, triadimefon e triflumizol. Contudo, os autores, apds este
tempo de exposicdo dos uredosporos ao fungicida, removem-nos do
meio de cultivo em que se encontravam, submetem-os a uma remog¢ao
do fungicida a eles aderido, através de sucessivas lavagens e, apos, os
submetem a outro periodo de exposi¢do (18 h) para nova germinagéo.
A partir deste momento, constatam que ndo houve total letalidade dos
fungicidas triazois sobre os uredosporos ndo germinados na primeira
exposicdo aos fungicidas, sugerindo, entdo, uma acio fungistatica para
os fungicidas avaliados.

Ferreira et al. (2006) avaliando a eficiéncia de fungicidas
sistémicos para o controle de Cylindrocladium candelabrum Viegas
em eucalipto (Eucalyptus spp.), testaram in vitro, entre outros,
epoxiconazol, triadimenol, tebuconazol e tetraconazol. Para a
germinagdo dos conidios, o fungo foi altamente sensivel (CEsy < 1
mg L") aos fungicidas epoxiconazol e tebuconazol; tetraconazol foi
moderadamente eficaz (CEsq entre 1 ¢ 10 mg L") e triadimenol nio
inibiu a germinacdo. O tempo de exposi¢do dos conidios ao fungicida,
no teste, foi de 18 h.

Silva et al. (2006) avaliando a fungitoxicidade de flutriafol,
mectonazol, tebuconazol e tetraconazol, entre outros fungicidas, sobre
esporos de Myrothecium roridum Tode ex Fr. (mancha-de-mirotécio
no algodoeiro - Gossypium arboreum L.), in vitro, relatam que estes
fungicidas sao eficazes (EDsy entre 1 ¢ 10 mg L!- tetraconazol) ou
altamente eficazes (EDsp < 1 mg Lt - flutriafol, mectonazol e
tebuconazol) sobre a germinacgdo conidial. O tempo de exposi¢do dos

esporos ao fungicida, no teste, foi de 22 h.



78

Pontzen e Scheipflug (1989) avaliando o efeito de
fungicidas triaz6is (bitertanol, tebuconazol e triadimenol) sobre a
sintese do ergosterol, na germinagdo de esporos de Botrytis cinerea
Pers. ex Fries., Venturia inaequalis (Cke.) Wint. e de Puccinia
graminis Pers.:Pers. f. sp. tritici Eriks. E. Henn, questionam a
utilizacdo de testes de sensibilidade in vitro, sobre a germinagdo de
uredosporos de P. graminis f. sp. tritici. Uredosporos de P. graminis f.
sp. tritici ndo foram capazes de sintetizar o ergosterol até as primeiras
duas horas apds a inducdo da germinag¢do, enquanto os tubos
germinativos ainda ndo haviam surgido, € nem até 6 a 8 horas apds o
inicio da germinag¢do dos uredosporos (o ergosterol somente foi
sintetizado apds o desenvolvimento completo do tubo germinativo).
Logo, os autores, sugerem que, para P. graminis f. sp. tritici, testes de
fungitoxicidade, avaliando a germinag¢do de uredosporos, ndo sejam
utilizados. Contudo, ndo descartam a possibilidade do uso destes
testes quando, para o patogeno alvo, ficar compravada que a inibi¢do
da sintese do ergosterol esteja, intimamente, relacionada com a
inibi¢do do comprimento do tubo germinativo, como ficou
demonstrado para B. cinerea e V. inaequalis.

Para os uredosporos de P. pachyrhizi, dados com relagdo ao
momento do inicio da sintese do ergosterol, durante o periodo de
germinag@o ou durante o periodo de elongacdo do tubo germinativo,
ainda, ndo foram relatados.

Os ensaios conduzidos neste trabalho com P. pachyrhizi,
tanto para a germinacdo como para o comprimento do tubo
germinativo, para todos os fungicidas triazdis testados (formulagdes

comerciais), permitiram que pudessem ser geradas as Clsgs, apds 6
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horas de exposicdo dos uredosporos aos fungicidas. As figuras 1 e 2,
dos anexos A a K, demonstram as percentagens de inibi¢do, em
funcdo dos aumentos crescentes das concentragdes, para as duas
varidveis quantificadas. Essas percentagens de inibi¢do variaram em
fun¢do de cada fungicida testado, contudo, seguiram uma mesma
tendéncia. Pdde-se, inclusive, observar, em funcido das concentracdes
testadas, que fungicidas como miclobutanil e tebuconazol tiveram
100% de inibi¢do da germinacdo dos uredosporos, em apenas 6 horas
de exposicdo, o que ndo ficou distante para os fungicidas miclobutanil
e flutriafol com 99,1% de inibicdo da germinagdo, tetraconazol com
99,0%, ciproconazol com 98,1% e epoxiconazol com 98,0%,
provavelmente, ndo chegando a 100% da inibicdo em funcdo das
concentragdes maximas escolhidas para teste.

Em face do que foi demonstrado, nos experimentos aqui
conduzidos, levantam-se as seguintes hipdteses:

a) P. pachyrhizi sintetiza ergosterol nas primeiras 6 horas apos o
inicio da exposi¢do dos uredosporos ao fungicida, in vitro;

b) O mecanismo de a¢do dos ingredientes ativos triazdis, aqui
testados, nas primeiras 6 horas apos o inicio da exposi¢do,
sobre os uredosporos de P. pachyrhizi, in vitro, ndo esta sendo
na sintese do ergosterol;

c¢) Os componentes das formulagdes, presentes nos fungicidas
comerciais aqui testados (Alto 100 CE - ciproconazol; Opus
125 SC - epoxiconazol; Impact 125 SC - flutriafol; Caramba
90 CE - metconazol; Systhane 250 CE - miclobutanil; Folicur
200 CE - tebuconazol e Domark 100 CE - tetraconazol),

apresentam acdo fungicida ou fungistatica sobre uredosporos
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de P. pachyrhizi, em testes de fungitoxicidade, in vitro, nas

primeiras 6 horas apds o inicio da exposicao.

4 CONCLUSOES

Os valores de Clsgs, determinados neste trabalho, podem
ser utilizados como referéncia para conducdo de trabalhos de
sensibilidade de P. pachyrhizi, in vitro, aos fungicidas azoxistrobina,
picoxistrobina,  piraclostrobina, trifloxistrobina,  ciproconazol,
epoxiconazol, flutriafol, metconazol, miclobutanil, tebuconazol e

tetraconazol, na cultura da soja.

Com relacdo aos valores de Clsps, obtidos neste trabalho,
se observou um comportamento diferenciado para os grupos quimicos
de fungicidas (IDMs e IQes) testados. Uma maior amplitude de

valores foi constatada dentro do grupo dos IDMs .

Valores de Clsgs para a germinacdo dos uredosporos de P.
pachyrhizi foram superiores aos valores de Clsos para o comprimento

do tubo germinativo, para os fungicidas do grupo das estrobilurinas.

Valores de Clsgs para a germinacdo dos uredosporos de P.
pachyrhizi foram inferiores aos valores de Clsos para o comprimento

do tubo germinativo, para os fungicidas do grupo dos triazois.
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A possibilidade de quantificacdo do efeito de fungicidas,
in vitro, sobre P. pachyrhizi, possibilita respostas num prazo curto de

tempo (menos de 24 h), associada a reducdo de custos.
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CAPITULO 111

SENSIBILIDADE DE Phakopsora pachyrhizi A FUNGICIDAS IN
VIVO

MARTA MARIA CASA BLUM' E ERLEI MELO REIS?

RESUMO - Ensaios para determinar a sensibilidade de Phakopsora
pachyrhizi a fungicidas, in vivo, foram conduzidos utilizando-se a
metodologia de foliolos de soja destacados. Foram determinadas as
Clsos para quatro fungicidas do grupo das estrobilurinas e sete do
grupo dos inibidores da desmetilagdo. Para o nimero de lesdes de P.
pachyrhizi, isolado sensivel, por cm? a Clsy para azoxistrobina,
respectivamente, na primeira e segunda repeti¢cdo do experimento, foi
de 0,127 e 0,093 mg L'l, para picoxistrobina 0,129 e 0,133 mg L,
para piraclostrobina 0,202 ¢ 0,181 mg L'l, para trifloxistrobina 0,131 e
0,104 mg L™, para ciproconazol 1,25 e 3,06 mg L', para epoxiconazol
0,50 e 1,23 mg L para flutriafol 16,43 e 18,01 mg L'l, para
metconazol 2,50 mg L'l, para miclobutanil 19,50 e 15,87 mg L'l, para
tebuconazol 0,41 e 0,81 mg L'e para tetraconazol 3,82 e 3,17 mg L
Para o nimero de pustulas de P. pachyrhizi por cm? a Clsy para
azoxistrobina foi de 0,150 e 0,076 mg L™, para picoxistrobina 0,117 e
0,107 mgL™", para piraclostrobina 0,108 e 0,135 mgL”, para

'Engenheira Agronoma, Doutoranda do Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragio em Fitopatologia
martablum@gmail.com

*Orientador, Eng. Agr., Dr., professor da FAMV/PPGAgro/UPF - erleireis@tpo.com.br



83

trifloxistrobina 0,134 ¢ 0,097 mg L™, para ciproconazol 0,89 mg L™,
para epoxiconazol 0,31 e 0,61 mg L, para flutriafol 15,35 e 11,21
mg L™, para metconazol 2,61 mg L™, para miclobutanil 18,28 ¢ 14,03
mg L', para tebuconazol 0,32 ¢ 0,77 mg L' e para tetraconazol 3,53 e
3,96 mg L. Os valores de Clsos, determinados neste trabalho, podem
ser utilizados como fator de referéncia para condugdo de trabalhos
futuros de monitoramento da sensibilidade de P. pachyrhizi a esses

fungicidas.

Palavras chave: fungitoxicidade, estrobilurinas, triazdis, ferrugem

asiatica da soja.

SENSITIVITY OF Phakopsora pachyrhizi TO FUNGICIDES IN
2140,

ABSTRACT - Trials to determine the sensitivity of Phakopsora
pachyrizi to fungicides, in vivo, were conduced utilizing soybean
deattached leaves methodology. The ICsos were determined to four
strobirulins group fungicides and seven demethilation inhibitors group
fungicides,. To the number of lesions of P. pachyrizi, sensitive
isolated, per cm?, the ICsy to azoxystrobin, respectively, in the first
and second repetition of the experiment, was of 0.127 and 0.093 mgL"
! to picoxystrobin 0.129 and 0.133 mgL", to pyraclostrobin 0.202 and
0.191 mgL’', to trifloxystrobin 0.131 and 0.104 mgL”’, to
cyproconazol 1.25 and 3.06 mgL™, to epoxiconazol 0.50 and 1.23
mgL™, to flutriafol 16.43 and 18.01 mgL", to metconazol 2.50 mgL™",
to myclobutanil 19.50 and 15.87 mgL™, to tebuconazol 0.41 and 0.81
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mgL™" and to tetraconazol 3.82 and 3.17 mgL™". To the number of
pustules of P. pachyrhizi per cm?, the ICsy to azoxystrobin was of
0.150 and 0.076 mgL", to pycoxistrobin 0.117 and 0.107 mgL™, to
pyraclostrobin 0.108 and 0.135 mgL™, to trifloxystrobin 0,134 and
0.097 mgL™, to cyproconazol 0.89 mgL",to epoxiconazol 0.31 and
0.61 mgL™", to flutriafol 15.35 and 11.21 mgL", to metconazol 2.61
mgL™", to myclobutanil 18.28 mgL™" and 14.03 mgL™, to tebuconazol
0.32 and 0.77 mgL™" and to tetraconazol 3.53 mgL" and 3.96 mgL™".
The ICs¢s, determined in this work, may be used as a reference to the
conduction of future work on P. pachyrhizi sensitivity to this

fungicides.

Key-words: fungitoxicity, strobilurins, triazoles, asian soybean rust.
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1 INTRODUCAO

Muitas metodologias tém sido descritas para mensuragdo
da fungitoxicidade de uma substancia quimica (AMERICAN
PHYTOPATHOLOGICAL SOCIETY, 1947; SHARVELLE, 1961;
GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004), tendo como objetivo o
estudo, em si, da sensibilidade de um fungo a um determinado
fungicida ou ainda o monitoramento da reducdo parcial ou mesmo a
perda da sensibilidade (resisténcia).

Ensaios in vivo sdo necessarios para patdgenos biotroficos,
nos quais procedimentos in vifro ndo estejam compativeis com o0s
objetivos almejados. Esses ensaios também podem ser utilizados para
patdogenos necrotréficos, se a utilizacdo de técnicas in vitro for
considerada inapropriada (RUSSEL, 2004). Algumas metodologias
estdo disponiveis e a escolha por uma delas dependera do patdgeno
alvo e das propriedades do fungicida. Testes in vivo, normalmente,
incluem partes da planta destacadas (principalmente folhas), discos ou
segmentos de folhas depositados sobre um meio de cultura contendo o
fungicida ou em suspensdo sobre uma solucdo do fungicida, ou, ainda,
plantulas inteiras (HOLMES & CHANNON, 1984; REUVENI et al.,
1985; COOK, 1989; GENET et al, 1997, GHINI & KIMATI, 2000;
ARRAIANO et al, 2001; MILLER & GUBLER, 2004; RUSSEL,
2004; REIS et al., 2005).

A utilizagdo do método de folhas (ou foliolos) de soja
[Glycine max (L.) Merr.] destacados para a comparagdo de genotipos,

quanto a resisténcia a diferentes patdgenos, tem sido descrito por
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muitos autores (WEGULO et al., 1998; KAMIKOGA & LIMA, 2001;
FENILLE et al., 2002; KULL et al., 2003; FRANCO et al., 2009).

Para a ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi Syd. &
Syd.,), a metodologia de foliolos destacados € descrita por Yeh (1983)
em seus estudos para diferenciacdo de ragas fisioldgicas, sendo sua
eficiéncia comprovada por outros autores, com distintos objetivos de
pesquisa (BURDON & MARSHALL, 1981; BANDYOPADHYAY et
al, 2007; TWIZEYIMANA et al, 2007, ZAMBENEDETTI
MAGNANI et al., 2007; LI et al., 2008), assim como sua correlagdo
com resultados obtidos em casa de vegetagdo e campo
(TWIZEYIMANA et al., 2007).

Scherb e Mehl (2006), sugerem metodologia, semelhante a
descrita anteriormente, para a realizagdo de testes de sensibilidade de
P. pachyrhizi a fungicidas, com destaque para fungicidas do grupo dos
inibidores da desmetilacdio (IDMs), o que pode ser observado em
trabalhos realizados por Buzzerio et al. (2007), lamamoto (2007) e
Furlan e Scherb (2007).

Uma substancia quimica em fungdo de suas caracteristicas,
inerentes a molécula quimica, apresenta fungitoxicidade. Por outro
lado, um fungo, em fung¢do de suas caracteristicas genéticas apresenta,
ou ndo, sensibilidade a uma dada molécula. Se um fungo for sensivel a
um fungicida, este apresenta fungitoxicidade; em caso contrario, ¢
atoxico. Se o fungicida ndo apresenta fungitoxicidade, o fungo é&,
entdo, considerado insensivel (REIS et al., 2007).

Parametros como a DEsy (dose efetiva ou eficaz que
promove um efeito desejado em 50% dos microrganismos submetidos

ao teste), DLsy (dose letal), CLsy (concentragdo letal), CEsg
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(concentragdo efetiva), ICsy (inibicdo do crescimento), Cls
(concentragdo inibitéria) ou CMI (concentragdo minima inibitéria),
definem a fungitoxicidade de uma substancia quimica (SHARVELLE
1961; TORGESON, 1967; EDGINGTON et. al., 1971; LOOMIS,
1995; RUSSEL, 2004; SILVA, 2006; OGA et al., 2008).

Valores de Clsy, para diferentes fungicidas e especificos a
P. pachyrhizi, na cultura da soja, obtidos em testes in vivo, ainda sdo
escassos na literatura, contudo muito uteis na condugdo de trabalhos
de pesquisa e monitoramento de sensibilidade, principalmente, em
regides onde a demanda pelo uso de fungicidas na cultura ¢ intensa.

Portanto, objetivou-se com este trabalho a determinacio
da fungitoxicidade de alguns fungicidas a P. pachyrhizi, na cultura da

soja, in vivo, com um isolado considerado sensivel.

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio para quantificacdo da sensibilidade de P.
pachyrhizi a fungicidas, in vivo, foi conduzido em camara climatizada,
no laboratério de Fitopatologia (Micologia) da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo
Fundo - UPF (Passo Fundo/RS), no ano de 2007. Para cada fungicida
testado, o ensaio foi conduzido duas vezes (Experimentos 1 e 2).

O indculo da ferrugem da soja utilizado no experimento
foi proveniente de uma amostra da populacdo de uredosporos, obtida
de plantas naturalmente infectadas, na safra de 2004/05, no campo

experimental da FAMV-UPF. Este foi mantido e multiplicado em
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vasos contendo plantas de soja (sobre o cultivar BRS 154 nos anos de
2005 e 2006 e, apos, sobre o cultivar CD 219 RR, em fungdo da sua
menor suscetibilidade ao oidio - Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U.
Braun & S. Takamatsu), num ambiente parcialmente controlado (22 +
2 °C e 14 horas de fotoperiodo) e sem exposi¢cdo a nenhum tipo de
fungicida, desde marco de 2005. Esta amostra da populacdo de
uredosporos, que deu origem ao indculo utilizado nos experimentos,
sera aqui designada como “isolado sensivel”.

Os wuredosporos de P. pachyrhizi, utilizados para as
inoculagdes no decorrer do experimento, foram removidos das folhas
de soja por agitagdo, manual, dentro de um recipiente fechado
(erlenmeyer), contendo 4gua destilada com duas gotas.L' do
surfactante Tween 20 (marca registrada).

Para a determinagdo da fungitoxicidade a P. pachyrhizi, os
ingredientes ativos testados foram azoxistrobina, picoxistrobina,
piraclostrobina, trifloxistrobina, ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol,
metconazol, miclobutanil, tebuconazol e tetraconazol, utilizando-se as
seguintes formulacdes (fungicidas isolados): Priori 250 SC
(azoxistrobina), Aproach 250 SC (picoxistrobina), Comet 250 CE
(piraclostrobina), Twist 125 CE (trifloxistrobina), Alto 100 CE
(ciproconazol), Opus 125 SC (epoxiconazol), Impact 125 SC
(flutriafol), Caramba 90 CE (metconazol), Systhane 250 CE
(miclobutanil), Folicur 200 CE (tebuconazol) e Domark 100 CE
(tetraconazol).

Os fungicidas utilizados no experimento foram diluidos

em agua destilada e esterilizada, nas devidas concentracdes.
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As concentragdes finais testadas variaram para o0s
diferentes principios ativos, conforme: azoxistrobina (0; 0,01; 0,025;
0,05; 0,1 e 1 mgL™), picoxistrobina (0; 0,01; 0,1; 0,5 ¢ 1 mgL™),
piraclostrobina (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 1 mg L'l), trifloxistrobina
(0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1 mg L'l), ciproconazol (0; 0,25; 0,5; 2 e 4
mg L"), epoxiconazol (0; 0,078; 0,156; 0,3125; 1,25; 2,5 e 5 mgL™),
flutriafol (0; 7,5; 15; 30 e 60 mg L']), metconazol (0; 1; 2; 3; 4 e 5
mg L'l), miclobutanil (0; 5; 10; 15; 20 e 30 mg L'l), tebuconazol (0;
0,125; 0,25; 0,5; 2,5 ¢ 5 mg L'l) e tetraconazol (0; 1,25; 2,5; 5 ¢ 10
mg L), na primeira vez em que foi realizado o experimento.

Quando o ensaio foi repetido (Experimento 2), algumas
concentragdes foram ajustadas, conforme: azoxistrobina (0; 0,025;
0,05; 0,1 e I mg L'l), picoxistrobina (0; 0,025; 0,05; 0,1 e 1 mg L'l)
piraclostrobina (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 1 mg L']), trifloxistrobina
(0; 0,025; 0,05; 0,1 e 1 mg L'l), ciproconazol (0; 0,125; 0,5; 2,5; 5 e
10 mg L'l), epoxiconazol (0; 0,3125; 0,625; 2,5 ¢ 10 mg L'l), flutriafol
(0; 3,75;7,5; 15; 30 e 60 mg L'l), metconazol (0; 0,5; 1;2;4e 8 mg L~
1), miclobutanil (0; 5; 10; 20 e 40 mg L']), tebuconazol (0; 0,05; 0,5;
5;10e 50 mg L']) e tetraconazol (0; 1; 2; 3; 4 ¢ 40 mg L'l).

A metodologia utilizada baseou-se no método de foliolos
de soja destacados, proposto pelo Comité de Acdo a Resisténcia a
Fungicidas - FRAC (SCHERB & MEHL, 2006), com modificacdes na
metodologia de avaliagdo.

Os foliolos de soja, utilizados no teste de fungitoxicidade
in vivo, foram provenientes de plantas de soja (cultivar CD 219 RR)
cultivadas em ambiente parcialmente controlado (22 + 2 °C e 14 horas

de fotoperiodo). Utilizaram-se para o cultivo copos plasticos (volume



90

de 300 mL) contendo substrato para producdo de mudas de hortalicas,
onde foram semeadas cinco sementes de soja por copo, sendo estes
dispostos em bandejas plasticas para manutencdo da dgua necessaria
ao desenvolvimento das plantas. Apds o inicio da expansdo do
segundo trifolio, foliolos centrais do primeiro trifélio, das plantas de
soja cultivadas, foram seccionados, com o auxilio de uma tesoura, a
0,5 cm da base do foliolo, e acondicionados em uma bandeja para
conducao dos testes.

Previamente, dentro de caixas gerbox (caixas de
poliestireno cristal, 11 cm x 11 c¢cm x 3,5 cm de altura, contendo
tampas) foram recortados (no tamanho interno da caixa) e depositados
sobre o fundo, uma lamina de espuma de polietileno (0,3 mm de
espessura) e, sobre esta, duas folhas de papel filtro (Whatman n° 6),
que foram embebidos, com agua destilada, até que a espuma ficasse
saturada. Prepararam-se para cada tratamento avaliado quatro caixas
gerbox.

Uma vez destacados os foliolos de soja, imediatamente, os
tratamentos fungicidas foram aplicados sobre os foliolos. Este
processo ocorreu 24 horas antes da inoculagdo e consistiu na imersao,
por trés segundos, de cada foliolo (com o auxilio de uma pinga) em
uma suspensdo fungicida, contida em um becker. O volume final da
suspensdo de cada concentragdo fungicida testada foi de 100 mL.
Apds a imersdo, os foliolos foram depositados dentro das caixas
gerbox, com a epiderme adaxial do foliolo voltada para baixo, sendo
distribuidos quatro foliolos por caixa, totalizando dezesseis foliolos

por tratamento. No decorrer das 24 horas seguintes, as caixas foram
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mantidas fechadas, em temperatura ambiente e com fotoperiodo de 12
h.

Decorridas 24 horas procedeu-se a inoculacdo com os
uredosporos de P. pachyrhizi, removidos de folhas de plantas de soja
previamente inoculadas, conforme descrito anteriormente. Utilizou-se
a concentragio de 4 x 10* uredosporos mL'. A inoculacdo foi
realizada com o auxilio de um pulverizador manual (Pulverizador
Ultrajet 500 mL, marca Guarany), sendo pulverizado,
aproximadamente, um volume de suspensdo de uredosporos de 10 mL
por caixa gerbox. Apods, estas caixas, tampadas, foram mantidas no
escuro por um periodo de 12 horas a uma temperatura de 22 + 2 °C e,
em seguida, na mesma temperatura e sob um fotoperiodo de 14 horas,
permaneceram na camara de incuba¢do por mais um periodo,
totalizando 15 dias a partir do momento da inoculagdo onde, nos
tratamentos testemunhas, visualizavam-se com clareza os sinais do
patdgeno. Durante este periodo, uma vez que no local de incubagdo
ndo havia controle de umidade relativa do ar, tomou-se o cuidado de
manter a superficie dos papéis filtro, nas caixas gerbox, saturada com
agua destilada.

Decorrido o tempo previsto para a incubago, surgimento
dos sintomas e sinais da doenga, os foliolos foram submetidos a
avalia¢do, que constou da quantificagdo do niimero de lesdes e do
numero de pustulas (esporulantes), de P. pachyrhizi, por cm’. A
unidade experimental foi constituida de um foliolo, sendo realizada a
avaliagdo em dois centimetros quadrados por foliolo. Estas areas
foram demarcadas na regido central do foliolo, uma de cada lado da

nervura central. Foram avaliados 16 foliolos por tratamento.
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A quantificagdo do niimero de lesdes e do numero de
pustulas de P. pachyrhizi, nos foliolos, foi realizada com o auxilio de
microscopio esteroscopio (Zeiss - Stemi 2000 C).

A fungitoxicidade para os diferentes fungicidas,
representada pela Cls, foi estimada para as variaveis nimero de lesdes
e nimero de pustulas, por cm’, de P. pachyrhizi. Os dados foram
expressos em percentagem de controle, em relagdo a testemunha sem
a preseng¢a do fungicida, através da reducdo do niimero de lesdes e do
nimero de pustulas por cm?. Também, para os diferentes fungicidas e
respectivas concentragcdes, obtiveram-se os valores do nimero de
pustulas por lesdo. Os valores de Clsy, para o nimero de lesdes e
nimero de pustulas de P. pachyrhizi, para cada ingrediente ativo,
foram estimados por meio do procedimento Probit utilizando-se o

software estatistico SAS, versdo 8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fungitoxicidade dos diferentes fungicidas, in vivo, para
as duas vezes em que o ensaio foi realizado, foi determinada para o
nimero de lesdes e para o numero de pustulas por cm? de P.
pachyrhizi e encontra-se representada nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, assim
como, nas Figuras 2 e 3 inclusas nos Apéndices A até K. Também, nas
Figuras de 2 e 3 podem ser observados os valores referentes a
percentagem de reducdo no nimero de pustulas por lesdo de P.

pachyrhizi, para cada fungicida, nas diferentes concentracgdes testadas.
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Com relacdo ao numero de lesdes por cm? para o0s
fungicidas estrobilurinas os valores de Clsg, apresentados na Tabela 1,
ficaram na faixa entre 0,05 a 0,23 mg Lt para azoxistrobina; 0,02 a
026 mgL' para picoxistrobina; 0,05 a 041 mgL"' para
piraclostrobina e 0,05 a 0,22 mg L™ para trifloxistrobina.

Para o nimero de pustulas de P. pachyrhizi por cm?
(Tabela 2), os valores de Cls, ficaram na faixa entre 0,04 a 0,28 mg L
! para azoxistrobina; 0,01 a 0,21 mg L! para picoxistrobina; 0,04 a
0,28 mgL"' para piraclostrobina ¢ 0,04 a 0,22 mgL' para

trifloxistrobina.

Tabela 1. Concentragdo inibitoria (mg L) de fungicidas estrobilurinas
para reduzir em 50% o numero de lesdes por cm? de
Phakopsora pachyrhizi, isolado sensivel, em foliolos de soja

destacados
Fungicida Cls Intervalo de Erro
(mg L")  confianca (95%)
Azoxistrobina ~ Experimento 1 0,127%* 0,06 -0,23 0,27
Experimento 2 0,093 0,05-0,17 0,47
Picoxistrobina  Experimento 1 0,129 0,02 -0,23 0,39
Experimento 2 0,133 0,06 - 0,26 0,48
Piraclostrobina  Experimento 1 0,202 0,08 - 0,37 0,25
Experimento 2 0,181 0,05-041 0,39
Trifloxistrobina Experimento 1 0,131 0,06 -0,21 0,36
Experimento 2 0,104 0,05-0,22 0,61

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Tanto para a variavel numero de lesdes como para o

nimero de pustulas por cm? pode-se observar redugdo nos valores
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quantificados em fun¢do dos aumentos das concentragdes testadas.

Tabela 2. Concentragdo inibitoria (mg L) de fungicidas estrobilurinas
para reduzir em 50% o numero de pustulas por cm? de
Phakopsora pachyrhizi, isolado sensivel, em foliolos de soja

destacados
Fungicida Clso Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)
Azoxistrobina  Experimento 1 0,150%* 0,06 - 0,28 0,30
Experimento 2 0,076 0,04 -0,14 0,47
Picoxistrobina  Experimento 1 0,117 0,01 -0,21 0,12
Experimento 2 0,107 0,06 - 0,20 0,58
Piraclostrobina  Experimento 1 0,108 0,04 -0,21 0,30
Experimento 2 0,135 0,04 - 0,28 0,43
Trifloxistrobina Experimento 1 0,134 0,06 - 0,21 0,44
Experimento 2 0,097 0,04 - 0,22 0,83

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Também se observou uma tendéncia para maiores

percentagens de controle, dentro de cada concentragdo, quando se

avaliou o niimero de pustulas por cm? e menores quando se avaliou o

nimero de pustulas por lesdo, sugerindo-se, desta forma, uma maior

sensibilidade no teste quando da avaliagdo da variavel pustula por

cm?, sendo esta, contudo, limitada pelo maior tempo necessario para a

realizacdo da avaliacdo (Figuras 3 e 4, dos Apéndices A, B, C e D).

Com relagdo a redug¢do no nimero de lesdes por cm?, na

concentragdo mais elevada a que os fungicidas azoxistrobina,

picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina foram submetidos

(1,0 mg L'l), os controles obtidos foram de 95,4%, 98,6%, 90,9% ¢
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98,0%; quando se avaliou o nimero de pustulas por cm? os controles
foram de 95,4%, 99,3%, 94,5% e 99,0% e quando se avaliou o nimero
de pustulas formadas por lesdo os controles foram de 39,9%, 50,7%,
53,9% e 50,3%, respectivamente para os fungicidas testados (Figuras
3 e 4, dos Apéndices A, B, C e D).

Buzzerio (2007) conduzindo ensaios de monitoramento de
sensibilidade de P. pachyrhizi a azoxistrobina, na safra de soja de
2006/07, no Brasil, descreve estimativa dos valores de CLgy (90% de
reducdo da populagdo em teste - CLoy) numa faixa entre 0,0870 e
0,599 mg L. O autor ndo descreve em seu trabalho o método de
avaliagdo, contudo, relata que a metodologia segue recomendagdes do
FRAC Internacional ¢ do FRAC Brasil. Scherb e Mehl (2006)
descrevem a metodologia proposta pelo FRAC, onde a doenca ¢
quantificada pela severidade (analise visual, através de uma escala de
notas). Os valores dos experimentos aqui apresentados referem-se as
Clses, quantificando-se varidveis de forma objetiva ou com maior
sensibilidade, contudo, pode-se inferir que os intervalos de valores
encontrados demonstram coeréncia com os resultados relatados por
Buzzerio (2007).

Valores de DEs para o fungicida azoxistrobina, em outros
patossistemas, sdo relatados. Wong e Wilcox (2000), para Plasmopara
viticola (Berk. & M. A. Curtis) Bed. & De Toni, relatam valores DEs,
entre 0,24 mgL™" (0,037 - 0,78 mgL™) e 0,40 mgL™" (0,05 - 0,94
mg L"), respectivamente, para incidéncia e severidade da doenca.
Wone e Wilcox (2002), para Uncinula necator (Schw.) Burr, relatam
valor de DEsy na ordem de 0,0097 mg L! (0,0037 - 0,028 mg L'l).
Jones et al. (2007), para Phoma ligulicola Baker, Dimock & Davis,
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em ornamental do género Chrysanthemum, relatam DEs, entre valores
de 0,007 mgL"' e 0,193 mgL"'. Keinath (2009) para Didymella
bryoniae (Fuckel), em cucurbiticeas, DEsy no valor de 0,055 mg L™
(variando de 0,005 a 0,81 mg L™).

Valor de DEs para o fungicida piraclostrobina € descrito
por Myresiotis et al. (2008) para Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel,
em hortalicas, na ordem de 0,033 mg L. Avenot et al. (2008) relatam
para Alternaria alternata (Fr.) Keissl., em pistache (Pistacia vera L.)
DEjs, para isolados sensiveis, menor que 0,01 mg L' Wise et al.
(2008) relatam para Ascochyta rabiei (Pass.) Labr., em grao-de-bico
(Cicer arietinum L.), DEs na faixa entre 0,0012 a 0,0033 mg L™

Chin et al. (2001), para trifloxistrobina no controle de
Mycosphaerella  fijiensis Morelet, na bananeira (Musa spp.),
encontram valores de ECsy numa faixa entre 0,0003 e 0,05 mg L
(com valores médios entre 0,002 ¢ 0,003 mgL™). Vincelli ¢ Dixon
(2002), para Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., em Lolium perenne L.,
relatam para CEsy um intervalo entre 0,013 a 0,078 mg L™, Miller e
Gubler (2004), para U. necator, relatam o valor de 0,0128 mg L'lpara
a DEs (0,0089 - 0,0185 mg L de intervalo de confianca, a 95%).

Contrariamente ao observado para os fungicidas do grupo
das estrobilurinas testados, as respostas observadas entre os fungicidas
triazdis apresentaram uma maior amplitude para os valores de Cls.

Considerando as duas vezes em que 0s experimentos
foram realizados, o intervalo de confianca (95%) das Clsy, com
relacdo ao numero de lesdes de P. pachyrhizi por cm?, para o
fungicida ciproconazol ficou entre 0,11 e 4,85 mg L'l; para

epoxiconazol entre 0,002 e 2,38 mg Lt para flutriafol entre 8,06 e
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26,28 mg L'l; para metconazol entre 1,15 e 3,10 mg L'l; para

miclobutanil entre 5,70 e 31,01 mg L™'; para tebuconazol entre 0,12 e

1,44 mg L™ e para tetraconazol entre 1,39 ¢ 6,97 mg L™ (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo inibitéria (mg L") de fungicidas triazois para
reduzir em 50% o numero de lesdes por cm? de Phakopsora

pachyrhizi, isolado sensivel, em foliolos de soja destacados

Fungicida Cls Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)
Ciproconazol  Experimento 1 1,25% 0,11 -4,85 0,30
Experimento 2 3,06 1,76 - 4,05 0,98
Epoxiconazol  Experimento 1 0,50 0,002 - 1,37 0,39
Experimento 2 1,23 0,46 - 2,38 0,29
Flutriafol Experimento 1 16,43 8,06 -22,79 1,63
Experimento 2 18,01 8,31 -26,28 1,32
Metconazol Experimento 1 2,50 1,15-3,10 1,30
Miclobutanil Experimento 1 19,50 10,15 -31,01 1,55
Experimento 2 15,87 5,70 - 23,11 1,55
Tebuconazol Experimento 1 0,41 0,12-0,85 0,24
Experimento 2 0,81 0,31-1,44 0,28
Tetraconazol ~ Experimento 1 3,82 1,39 - 6,97 1,14
Experimento 2 3,17 2,21 -5,17 0,75

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Considerando o nimero de pustulas de P. pachyrhizi por

cm? (Tabela 4), para o fungicida ciproconazol o intervalo de confianga

(95%) para a Cls ficou entre 0,05 ¢ 1,91 mg L™'; para epoxiconazol

entre 0,02 e 1,18 mg L'l; para flutriafol entre 2,59 € 19,99 mg L'l; para

metconazol entre 1,62 e 3,10 mg L'l; para miclobutanil entre 4,60 e
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25,52 mgL"'; para tebuconazol entre 0,09 ¢ 1,48 mgL™' e para

tetraconazol entre 1,72 € 29,37 mg L.

Com relagdo a variavel nimero de pustulas por cm? (Tabela

4), ndo se obteve ajuste estatistico, com os valores observados na

segunda vez em que os experimentos foram conduzidos, para os

fungicidas ciproconazol e metconazol.

Tabela 4. Concentragdo inibitéria (mg L") de fungicidas triazois para
reduzir em 50% o numero de pustulas por cm? de
Phakopsora pachyrhizi, isolado sensivel, em foliolos de soja

destacados
Fungicida Cls, Intervalo de Erro
(mg L'l) confianga (95%)
Ciproconazol  Experimento 1 0,89%* 0,05 -1,91 0,43
Epoxiconazol  Experimento 1 0,31 0,02 - 0,85 0,31
Experimento 2 0,61 0,17-1,18 0,29
Flutriafol Experimento 1 15,35 8,28 - 19,99 2,35
Experimento 2 11,21 2,59 -19,85 0,91
Metconazol Experimento 1 2,61 1,62 - 3,10 2,14
Miclobutanil Experimento 1 18,28 7,94 - 25,52 1,96
Experimento 2 14,03 4,60 - 19,67 2,01
Tebuconazol Experimento 1 0,32 0,09 - 0,64 0,25
Experimento 2 0,77 0,26 - 1,48 0,36
Tetraconazol Experimento 1 3,53 1,72 -5,10 1,94
Experimento 2 3,96 3,05-29,37 2,17

* Valores estimados pelo procedimento Probit

Para os fungicidas triazéis (IDMs) poucas informagdes a

respeito de valores de Clsos para P. pachyrhizi, na cultura da soja, in

vivo, encontram-se relatadas.
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Junqueira (1982), em trabalhos sobre controle quimico de
P. pachyrhizi, determinou valores de DEsgs, in vivo (nimero de lesdes
por cm?; foliolos ndo destacados), para os fungicidas benomil (7,5
mg L"), triadimefon (38,3 mg L™), triforine (18,3 mg L), oxicloreto
de cobre 296,2 mg L™), clorotalonil (5,7 mg L") e maneb (0,75 mg L
1). As DEsps também foram determinadas in vifro, avaliando-se a
germinac¢do dos uredosporos e, com exce¢do do oxicloretro de cobre,
apresentaram valores superiores.

Buzzerio (2007) conduzindo trabalhos de monitoramento
de sensibilidade de P. pachyrhizi, in vivo, na safra de soja de 2006/07,
no Brasil, avaliou o fungicida ciproconazol e relatou valores de CLggs
numa faixa entre 0,0934 ¢ 0,5007 mg L.

Os dados relatados por Buzzerio (2007), para o fungicida
ciproconazol, ndo confirmam aqueles obtidos neste experimento, onde
os valores de Clsgs, tanto para nimero de lesdes como para numero de
pustulas P. pachyrhizi por cm? foram superiores. Contudo, a
metodologia de quantificacdo da doenga utilizada por Buzzerio
(2007), difere da metodologia aqui utilizada, o que poderia justifiar as
varia¢des nos resultados encontrados, em fun¢do da sensibilidade nas
avaliacdes. O autor descreve em seu trabalho a metodologia, para
quantificagdo do efeito do fungicida, recomendada pelo FRAC
Internacional e FRAC Brasil (estimou a severidade da doenga, por
escala de notas).

lamamoto  (2007), avaliando quatro formulacdes
comerciais de tebuconazol descreve valores de ECsy na ordem de 0,65,
0,754, 1,5 e 3,1 mg L. Furlan e Scherb (2007), também avaliando

quatro formulag¢des comerciais de tebuconazol, no Brasil, descrevem
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valores de EDsy na ordem de 0,54 (Folicur 200 CE), 0,81 (Orius 250
CE), 1,5 (Rival 200 CE) ¢ 1,6 mgL" (Tebuconazole Nortox),
demonstrando, ambos, o que Russel (2004) alerta sobre possiveis
variagdes em termos de valores de Clsos quando, em comparagdes de
testes de sensibilidade, s3o utilizadas diferentes formulagdes
comerciais de um determinado fungicida.

Os valores descritos para o fungicida tebuconazol, nos
experimentos aqui conduzidos (formulagdo Folicur 200 CE), tanto
para o nimero de lesdes como para o numero de pustulas P.
pachyrhizi, se aproximam e confirmam os valores descritos na
literatura, como se pode observar nas Tabelas 3 e 4, onde para o
nimero de lesdes encontrou-se valores de Clsy de 0,41 e 0,81 mg L!
e, para o nimero de pustulas, valores de Clsy de 0,32 ¢ 0,77 mg L,
respectivamente, para os experimentos 1 e 2.

Também, poucas informag¢des de monitoramento da
sensibilidade a fungicidas triazdis, in vivo, em outros patossistemas
estdo relatadas.

Ypema et al. (1997), relatam valores de Ecses, in vivo
(discos de folha), para o fungicida miclobutanil na ordem de 6,07
mg L'l, 3,17 mg L'e 3,35 mg L'l, para os anos de 1993, 1994 e 1995,
respectivamente, em trabalhos de monitoramento da sensibilidade de
U. necator a fungicidas.

Goulart (2009), avaliando dez isolados de Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib.,, em feijdo (Phaseolus
vulgaris L.), in vivo, descreve valores de DLsgs, para o fungicida

epoxiconazol, que variaram de 0,158 a 1,034 mg L™
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Thygesen et al. (2009), para Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) Schroeter em trigo (Triticum aestivum L.), avaliando
diferentes isolados, relatam para o fungicida epoxiconazol valores de
ECsps numa faixa entre 0,007 a 1,15 mg L

Conforme o que foi proposto por Edgington et. al. (1971),
definindo critérios para enquadrar uma substincia fungicida com
relacdo a sua fungitoxicidade, os fungicidas azoxistrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina, quando da avaliagdo
do niimero de lesdes e do nimero de pustulas de P. pachyrhizi por
cm?, seriam enquadrados como substincias altamente fungitoxicas,
por apresentarem DEs, ou no caso Clsy, menor que 1,0 mg Lt

Portanto, segundo Edgington et. al. (1971), os fungicidas
triazdis poderiam ser enquadrados em distintas categorias, como segue
(avaliando ntimero de lesdes por cm?): epoxiconazol (no experimento
1) e tebuconazol como substancia altamente fungitéxicas (Clsp < 1,0
mg L); ciproconazol, epoxiconazol (no experimento 2), flutriafol,
metconazol, miclobutanil e tetraconazol como substincias
moderadamente fungitoxicas (Clso entre 1,0 e 50,0 mg L™). Avaliando
o numero de pustulas por cm?, os fungicidas seriam classificados da
seguinte forma: ciproconazol, epoxiconazol e tebuconazol ficariam
enquadrados como substancias altamente fungitoxicas (Clsp < 1,0
mg L'l); flutriafol, metconazol, miclobutanil e tetraconazol como
substancias moderadamente fungitéxicas (Clsy entre 1,0 e 50,0 mg L
b,

Em fun¢do da sintese de novos grupos quimicos de
fungicidas e novos mecanismos de acdo, como os inibidores da

desmetilagdo no ano de 1973 ou, ainda, as estrobilurinas no ano de
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1992 (MORTON & STAUB, 2008), caberia, talvez aqui, a partir do
que foi proposto por Edgington et. al. (1971), outro enquadramento
para os fungicidas testados, na avaliagdo da sensibilidade a P.
pachyrhizi, visto os resultados obtidos. Sugerindo-se: Clso < 0,1 mg L
! = substancia altamente fungitoxica; Clso entre 0,1 ¢ 20 mgL™' =
substancia fungitéxica; Clso entre 21 e 100 mg L' = substancia
moderadamente fungitoxica; Clsp > 100 mg L' = substancia ndo
toxica. Outros autores, conduzindo trabalhos em outros patossistemas,
sugerem, também, modificacdes no que foi proposto por Edgington et.

al. (1971), como exemplo, Tavares e Souza (2005); Ferreira et al.

(2006) e Silva et al. (2006).

4 CONCLUSOES

Os valores de Clsgs, determinados neste trabalho, podem
ser utilizados como fator de referéncia para conducdo de trabalhos
futuros de monitoramento da sensibilidade de P. pachyrhizi aos
fungicidas azoxistrobina, picoxistrobina, piraclostrobina,
trifloxistrobina, ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol, metconazol,

miclobutanil, tebuconazol e tetraconazol, na cultura da soja, in vivo.

Com relacdo aos valores de Clsps, obtidos neste trabalho,
se observou um comportamento diferenciado para os grupos quimicos
de fungicidas (IDMs e IQes) testados. Uma maior amplitude de

valores foi constatada dentro do grupo dos IDMs .
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As Clsps dos fungicidas 1Qes € menor do que a dos IDMs.

As quantificagdes dos efeitos dos fungicidas, in vivo, na
cultura da soja, em trabalhos que necessitem um maior rigor em
termos de diferenciagdo de moléculas fungicidas ou mesmo
concentragdes, dentro de uma mesma molécula, deveriam ser
conduzidas com base na avaliagdo do nimero de lesdes e/ou niumero

de pustulas de P. pachyrhizi por unidade de éarea foliolar.
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APENDICE A - Fungicida Azoxistrobina
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Figura 1. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (agar-agua; 22 °C; tempo de exposicdo de 6 h;
auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida azoxistrobina no experimento 1
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Figura 2. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (4gar-agua; 22 °C; tempo de exposi¢do de 6 h;
auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida azoxistrobina no experimento 2
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APENDICE B - Fungicida Picoxistrobina
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auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida picoxistrobina no experimento 1
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APENDICE C - Fungicida Piraclostrobina
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auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida piraclostrobina no experimento 1
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Figura 3. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,

para o fungicida piraclostrobina, no experimento 1
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Figura 4. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,

para o fungicida piraclostrobina, no experimento 2
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Figura 1. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (agar-agua; 22 °C; tempo de exposicdo de 6 h;

auséncia de luz),

em diferentes

fungicida trifloxistrobina no experimento 1

concentragdes do
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Figura 3. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,

para o fungicida trifloxistrobina, no experimento 1
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Figura 1. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (agar-agua; 22 °C; tempo de exposicdo de 6 h;

auséncia de luz),

em diferentes

fungicida ciproconazol no experimento 1

concentragdes do
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Figura 4. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,
para o fungicida ciproconazol, no experimento 2
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Figura 1. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (4gar-agua; 22 °C; tempo de exposi¢do de 6 h;

auséncia de luz),

em diferentes

fungicida epoxiconazol no experimento 1

concentragdes do
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Figura 3. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,

para o fungicida epoxiconazol, no experimento 1
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auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida flutriafol no experimento 1
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Figura 2. Inibicdo da germinagdo e do crescimento do tubo
germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
vitro (agar-agua; 22 °C; tempo de exposicdo de 6 h;
concentragdes do

auséncia de luz),

em diferentes

fungicida flutriafol no experimento 2
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Figura 3. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,
para o fungicida flutriafol, no experimento 1
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Figura 3. Controle do niumero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,
para o fungicida metconazol, no experimento 1
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Figura 4. Controle do numero de lesdes, pustulas e pustulas por lesdo
de Phakopsora pachyrhizi, em foliolos de soja destacados,
para o fungicida metconazol, no experimento 2
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APENDICE K - Fungicida Tetraconazol
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germinativo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi, in
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auséncia de luz), em diferentes concentragdes do
fungicida tetraconazol no experimento 1
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